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RESUMO 
Diversos estudos evidenciam a importância do sono para a manutenção de um 
estado saudável, refletida pelo funcionamento adequado do sistema imunológico. 
Esta relação é corroborada por relatos de diversos efeitos da privação de sono 
(PS) sobre a imunidade. Entretanto, a maioria destes estudos descreve as 
repercussões da falta de sono para a imunocompetência sem o uso de desafio 
antigênico específico. Assim, o objetivo deste projeto foi avaliar o impacto de duas 
noites de PS total ou quatro noites de PS REM na imunidade de voluntários 
saudáveis. Ambos os protocolos foram acompanhados de três noites de 
recuperação de sono (Artigo 1). Além disso, utilizamos como desafio imunológico 
um modelo experimental de aloenxerto de pele para avaliar os efeitos da PS e 
restrição de sono (RS) no desenvolvimento de resposta imunológica específica, 
assim como se o desenvolvimento desta resposta alteraria a arquitetura do sono 
de camundongos transplantados (Artigo 2). Foram utilizados camundongos 
machos BALB/c como doadores e C57BL/6J como receptores. Os receptores 
foram submetidos antes e após a realização do transplante (TX) à PS por 72 
horas, RS por 15 dias, ou mantidos em gaiola-moradia (grupo controle). O 
aloenxerto foi acompanhado diariamente para a determinação do tempo de 
sobrevida. Para a caracterização do padrão de sono, os receptores foram 
submetidos à cirurgia para implantação de eletrodos, seguida do registro basal de 
sono e, por fim, ao TX de pele seguido do registro de sono por 11 dias 
consecutivos. Nos voluntários, a PS total aumentou o número de leucócitos totais 
e neutrófilos, sendo esta alteração revertida por uma noite de recuperação de 
sono. Além disso, observou-se aumento do número de linfócitos T CD4+ após 
duas noites de PS total, e, neste caso, três noites de recuperação de sono não 
foram suficientes para restabelecimento dos níveis basais. Por sua vez, a 
supressão do sono REM reduziu significativamente os valores de IgA. Este 
aspecto imunológico também não retornou aos níveis basais após três noites de 
xviii 
 
recuperação de sono. Não observamos alterações nos níveis das citocinas 
circulantes IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ. Em relação ao modelo 
experimental de TX de pele, observou-se redução do tempo de sono paradoxal 
durante todo o processo de rejeição e ausência de alterações no sono de ondas 
lentas. Além disso, tanto a PS como a RS prolongaram o tempo de sobrevida do 
aloenxerto de pele devido a reduções nas populações de linfócitos T CD4+ e T 
CD8+ nos órgãos linfóides, na expressão de MHC II, nos níveis circulantes de IL-2 
e, finalmente, na expressão gênica global e nos linfócitos T CD4+ infiltrantes no 
aloenxerto de pele. Coletivamente estes resultados demonstram que o sono é um 
fenômeno biológico essencial tanto para a imunocompetência como para o 
desenvolvimento de resposta imunológica específica. Destacamos, sobretudo, 
que as evidências obtidas, tanto pelo modelo experimental de aloenxerto de pele 
como pelo modelo envolvendo humanos, corroboram as diversas hipóteses que 
englobam a importância do sono para a integridade do sistema imunológico e 
desenvolvimento de resposta imunológica efetiva. 
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ABSTRACT  
Several studies have shown evidences about the importance of sleep to the 
health, reflected by the proper immune system functioning. This relationship is 
corroborated by reports of several effects of sleep deprivation (SD) on immunity. 
However, the most of these studies describes the impact of sleep loss for the host 
defense without a specific antigenic challenge. For this reason, we investigated 
the impact of two nights of total SD or four nights of REM SD on immunological 
parameters in healthy men. Both SD protocols were followed by three nights of 
sleep recovery (Paper 1). Indeed, we elected the skin allograft as an immune 
challenge to assess whether the immune response that characterizes the rejection 
process could modulate the sleep pattern in transplanted mice. We also 
investigated whether, conversely, sleep loss would affect the allograft survival and 
immune parameters involved in the allograft rejection process (Paper 2). Adult 
male BALB/c mice were used as donors, and C57BL/6J mice were used as 
recipients. Receptors underwent paradoxical sleep deprivation (SD) for 72 hours 
or sleep restriction (SR) for 15 days. Blood, lymph nodes, spleen and skin graft 
were harvested on the 5th day after transplantation for cell counting, flow 
cytometry, microarray, IL-2 and corticosterone analysis. The receptors underwent 
surgery to implant the electrodes that allowed recording of the sleep-wake cycle 
during the allograft rejection process. A basal recording was collected, followed by 
skin transplantation and 11 continuous days of recording. In the humans, two 
nights of total SD increased the numbers of leukocytes and neutrophils compared 
with baseline levels and these increased levels returned to baseline after 24 hours 
of sleep recovery. The CD4+ T cells increased during total SD period (one and two 
nights) and IgA levels decreased during the entire period of REM SD. These levels 
did not return to baseline after three nights of sleep recovery. Cytokines (IL-1β, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α and IFN-γ) remained unchanged by both protocols of 
SD. Regarding the transplanted mice, the paradoxical sleep was found to be the 
xx 
 
only altered phase of sleep, being reduced throughout the entire allograft rejection 
process. Moreover, Both SD and SR prolonged the allograft survival in relation to 
the non-sleep-deprived group due to reductions in CD4+ and CD8+ T cells 
subpopulations, graft-infiltrating CD4+ T cells, graft global gene expression, MHC 
class II expression and IL-2 levels. Taken together, these evidences from both 
experimental models corroborate the hypothesis regarding the sleep importance 
for the immune system integrity and specific immune response development. 
 
1. INTRODUÇÃO 
Introdução 
2 
 
O sono fascina a humanidade desde os primórdios da civilização. 
Contudo, somente o desenvolvimento de metodologias científicas adequadas 
possibilitou o estudo deste fenômeno biológico de maneira objetiva e sistemática. 
Embora cientistas ainda não tenham uma resposta conclusiva a respeito da razão 
pela qual dormimos, é crescente o número de evidências sobre as diversas 
funções exercidas pelo sono. Este estado comportamental é considerado um 
processo restaurativo que participa, dentre outros, da regulação homeostática dos 
sistemas autonômico, neuroendócrino e imunológico. Em função disso, a perda 
de sono resultante do atual estilo de vida extremamente agitado tem sido 
associada a diversas repercussões na saúde e bem-estar. Embora pouco 
esclarecidos, encontram-se documentados na literatura efeitos da privação de 
sono (PS) sobre o desempenho psicomotor, cognitivo e comportamental, 
variações de humor, além de alterações de aspectos associados à resposta 
imunológica. 
 
1.1 Interação recíproca entre o sistema nervoso e o sistema imunológico 
A comunicação entre cérebro e sistema imunológico foi sugerida há 
muito tempo. Entretanto, somente evidências obtidas nas últimas décadas têm 
esclarecido detalhes importantes sobre esta interação. Estes resultados reforçam 
a existência de uma relação bidirecional entre o sistema nervoso e o imunológico.  
Múltiplas conexões anatômicas e fisiológicas existem entre o 
sistema nervoso central e o sistema imunológico. Estas incluem projeções 
nervosas partindo do sistema nervoso autonônomo via nervo vagal e fibras 
nervosas simpáticas para os principais sítios imunológicos.  O cérebro e o sistema 
imunológico se comunicam por meio de neurotransmissores, citocinas e 
hormônios. Fibras nervosas parassimpáticas inervam tecidos linfóides liberando o 
neurotransmissor acetilcolina. Por sua vez, as fibras nervosas simpáticas inervam 
Introdução 
3 
 
estes tecidos secretando noradrenalina. Estas são evidências diretas da rica 
conexão neural com os órgãos linfóides, incluindo timo, medula óssea, órgãos 
linfóides, baço e tecidos linfóides associados ao intestino (Felten et al., 1988; 
Livnat et al., 1985).  
Receptores neurais nas células de defesa reforça a influência do 
sistema nervoso na resposta imunológica (Besedovsky et al., 1979). Receptores 
para vários neurotransmissores além da acetilcolina (Borovikova et al., 2000; 
Tracey, 2002) e de noradrenalina (Miller et al., 2002; Sanders et al., 1997; 
Woiciechowsky et al., 1998) também estão presentes nos linfócitos. Estes 
neurotransmissores incluem peptídeo intestinal vasoativo (Voice et al., 2003), 
substância P (Brain and Williams, 1988), histamine e serotonina (Jutel et al., 2001; 
Pedotti et al., 2001). Estas moléculas são capazes de alterar diversas funções 
celulares, como por exemplo, síntese de citocinas e anticorpos, proliferação 
celular, migração e atividade lítica (Johnson et al., 1992). 
Besedovsky e colaboradores (1977) demonstraram que o sistema 
imunológico também se relaciona diretamente com o sistema nervoso. Estes 
autores revelaram que a resposta imunológica alterou a taxa de ativação dos 
neurônios hipotalâmicos após desafio antigênico. Além disso, está claro que 
diversos produtos secretados por células do sistema imunológico regulam a 
síntese e secreção de hormônios neuroendócrinos e neurotransmissores 
(Weigent and Blalock, 1995). Especificamente, citocinas regulam a ativação do 
eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e são moduladas por glicocorticóides, 
dependendo de suas concentrações (Weigent and Blalock, 1995). Ainda, citocinas 
podem atuar de maneira autócrina, parácrina ou endócrina participando da 
liberação de óxido nítrico, adenosina e prostaglandinas durante a resposta 
inflamatória (Krueger, 2008; Opp, 2005).  
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Conjuntamente, essas observações reforçam a comunicação 
recíproca entre os sistemas nervoso e imunológico envolvendo a participação de 
neurotransmissores, hormônios neuroendócrinos, citocinas e seus respectivos 
receptores (Bryant et al., 2004; Dinges et al., 1995; Krueger and Toth, 1994). 
(Figura 1). Por se tratarem de dois sistemas essenciais à integridade biológica, 
esta estreita interação nos desperta o interesse por uma abordagem mais 
complexa a fim de esclarecer a importância do sono para a imunidade e vice-
versa.  
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Figura 1: Vias neurais e hormonais da comunicação bidirecional entre o sistema 
nervoso e o sistema imunológico. 
 
1.2 Sono 
O sono é um fenômeno biológico fundamental para a manutenção 
da saúde e qualidade de vida. Fisiologicamente, é considerado um estado 
funcional, cíclico e reversível, presente em todas as faixas etárias e na maioria 
das espécies animais. A compreensão moderna do sono originou-se dos 
primeiros registros da atividade elétrica cerebral em seres humanos, 
denominados de eletroencefalograma (EEG), que permitiram a identificação de 
diferentes padrões durante o sono. 
A atividade elétrica cerebral em humanos, ratos e outros animais se 
manifesta como oscilações rápidas (dessincronização) e lentas (sincronização). 
Em função dessa distinção quanto à freqüência e amplitude das ondas 
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observadas no EEG, divide-se o sono em dois estados fundamentais bem 
caracterizados, o sono sincronizado e o sono dessincronizado.  Em animais, o 
sono sincronizado caracteriza o sono de ondas lentas (SOL) enquanto o sono 
dessincronizado define o sono REM (do inglês Rapid Eye Movements) ou sono 
paradoxal. Em humanos, estes dois estados são denominados de sono não REM 
(NREM) e sono REM. Estas fases podem ser identificadas por oscilações 
elétricas em diferentes regiões do sistema nervoso central e repetição cíclica em 
função do tempo. O aprimoramento do EEG proporcionou uma riqueza de 
informações sobre os potenciais corticais relacionados com mudanças fisiológicas 
distintas em cada fase do sono.  
Diversas alterações eletroencefalográficas ocorrem no decorrer de 
uma noite de sono (Rechtschaffen and Kales, 1968), indicando uma sucessão 
bem ordenada e cíclica de frequências de ondas nas fases de sono. Na primeira 
fase ocorre o sono NREM, caracterizado pela lentificação progressiva da 
atividade cortical com três estágios: estágio N1 (sonolência), estágio N2 (sono 
“leve”) e estágio N3 (SOL, propriamente dito). Esses estágios usualmente 
ocorrem em sequência, frequentemente com flutuações ao longo da noite. A 
seguir, ocorre o sono REM que tem como principais características o movimento 
rápido dos olhos e atonia muscular, além de ser o período em que ocorrem os 
sonhos (Aserinsky and Kleitman, 1953; Dement and Kleitman, 1957). O sono 
REM é também denominado de sono paradoxal, uma vez que o padrão 
eletroencefalográfico é semelhante ao da vigília, apesar da atonia muscular 
caracterizar este estágio (Jouvet et al., 1964). Um ciclo de sono completo consiste 
de uma sequência de sono NREM e REM, e cada ciclo tem duração média de 90 
a 110 minutos. Em geral, são observados de quatro a seis ciclos durante uma 
noite de sono. Os episódios de sono REM aumentam do primeiro ao último ciclo 
de sono e podem durar até uma hora no fim da noite. 
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Por se tratarem de animais naturalmente predados quando inseridos 
em seu habitat natural, ratos e camundongos possuem um padrão de sono 
polifásico, apresentando ciclo vigília-sono frequentemente irregular. Os primeiros 
ciclos são incompletos, mas depois se regularizam, terminando quase sempre 
com despertar breve, cuja duração em geral não ultrapassa um segundo. Os 
episódios de sono geralmente concentram-se durante o período claro, enquanto a 
vigília predomina no período escuro. Os roedores, em média, dormem cerca de 
62% do período claro e 33% do período escuro. Somando-se os períodos de 
sono, verifica-se que estes dormem cerca de 50% das 24 horas, dividindo-se em 
SOL e sono paradoxal (Luijtelaar e Connem, 1983). 
O sono prepara os indivíduos para estarem novamente em vigília de 
forma efetiva. Assim, tanto o sono NREM como o sono REM são fundamentais 
para a manutenção de uma vida saudável. Entretanto, a função de cada uma 
dessas fases ainda não é totalmente conhecida. Assume-se que o sono NREM 
esteja relacionado com a liberação de hormônios e integridade do sistema 
imunológico (Bryant et al., 2004), enquanto o aumento do fluxo sanguíneo 
cerebral e consolidação da memória parecem envolver o sono REM (Stickgold 
and Walker, 2005). Desta forma, pode-se sugerir que as necessidades dos 
indivíduos sejam supridas fisiologicamente pelo período total de sono. 
Ao longo dos últimos anos, a quantidade de tempo que dedicamos 
ao sono tem diminuído substancialmente. Como consequência, o número de 
pessoas expostas à PS é cada vez mais expressivo na sociedade moderna.  
 
1.3 Efeitos da privação de sono na imunidade 
A restrição crônica de sono tornou-se um problema comum, 
principalmente nas sociedades industrializadas, afetando cerca de 45% dos 
adultos (Bonnet and Arand, 1995). De acordo com a National Sleep Foundation 
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(2006), o tempo médio de sono em adultos diminuiu de oito horas e meia para 
menos de sete horas por noite nos últimos 40 anos. Acredita-se que essa 
alteração comportamental da população esteja relacionada, principalmente, à 
exposição constante à luz artificial e atividades interativas, como televisão e 
internet, associadas às pressões socioeconômicas presentes na sociedade atual.  
Diversos estudos têm demonstrado que estas alterações 
comportamentais levam a uma série de consequências à saúde visto que até 
mesmo curtos períodos de PS (particularmente se acumulados por muito tempo), 
podem resultar em alterações fisiológicas e sistêmicas (Bryant et al., 2004). Além 
disso, no modo de vida atual, a diminuição do tempo de sono ocorre, 
principalmente, a partir da segunda metade da noite. Considerando que o sono 
REM prevalece neste período, tem se tornado cada vez mais significativo o 
número de pessoas privadas desse estágio de sono. Em função disso, muitos 
investigadores têm desenvolvido e adotado diferentes metodologias de redução 
ou supressão desta fase do sono com a finalidade de complementar o estudo dos 
efeitos da PS total.  
 
1.4 Efeitos da privação de sono na imunidade natural ou inata 
Várias evidências corroboram a hipótese de que o sono 
desempenha função essencial nos processos imunológicos (Moldofsky, 1994; 
Opp and Imeri, 1999). A diminuição do tempo dedicado ao sono e seus diversos 
distúrbios têm sido associados a prejuízos nos mecanismos envolvidos na 
imunocompetência, especialmente no que diz respeito ao aumento da 
susceptibilidade a patógenos como vírus e bactérias (Benca and Quintas, 1997; 
2007; Dinges et al., 1995; Heiser et al., 2000). Camundongos imunizados contra 
influenza e, em seguida, privados de sono por sete horas demonstraram prejuízos 
no processo de eliminação do vírus de seus pulmões (Brown et al., 1989). 
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Everson e Toth (2000) relataram ainda infecção bacteriana sistêmica induzida 
pela PS. Em humanos, Cohen e colaboradores (2009) observaram que o sono 
com menor eficiência e duração durante as semanas que precederam a 
exposição ao Rhinovírus foi associado à maior vulnerabilidade ao 
desenvolvimento do resfriado comum. 
Os efeitos da PS vão além de prejuízos na imunidade inata no que 
diz respeito a barreiras epiteliais. Wright e colaboradores (2007) demonstraram 
que uma noite de sono de má qualidade foi suficiente para reduzir a mobilização 
de células natural killer (NK) em mulheres saudáveis. Ainda em humanos, Irwin e 
colaboradores (1996) avaliaram a atividade das células NK após uma noite de PS 
parcial (22:00 às 03:00), seguida de uma noite de sono regular. Estes autores 
também observaram supressão da atividade das células NK e redução na 
resposta mediada por células, evidenciada pela diminuição na produção de 
citocinas por linfócitos T.  
Estudos revelam resultados contrastantes no que diz respeito às 
alterações no número de leucócitos como consequência da PS. Diversos relatos 
descrevem aumento do número de leucócitos e, particularmente, de neutrófilos 
(Boudjeltia et al., 2008; Dinges et al., 1994; Kerkhofs et al., 2007; Liu et al., 2009; 
Ruiz et al., No prelo) , enquanto outros demonstram que esse parâmetro não é 
afetado (Heiser et al., 2000; Irwin et al., 1996; Ozturk et al., 1999).  
 
1.5 Efeitos da privação de sono na imunidade adquirida  
Em relação ao número de linfócitos circulantes, estudos relatam 
redução do número de células após PS tanto em animais (Ruiz et al., 2007; 
Velazquez-Moctezuma et al., 2004) como em humanos (Born et al., 1997). 
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a PS em camundongos reduziu 
significativamente várias populações celulares no baço, tais como linfócitos T 
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CD4+ e CD8+, linfócitos B, células NK, macrófagos e células dendríticas (Zager et 
al., No Prelo). De maneira geral, os estudos demonstram que, em humanos, os 
linfócitos B não são afetados pela PS (Dinges et al., 1994; Heiser et al., 2000; 
Ozturk et al., 1999). Por outro lado, Dinges e colaboradores (1994) também 
relataram diminuição de linfócitos T CD4+ após PS em humanos.  
Poucos estudos avaliaram os efeitos da PS nas imunoglobulinas (Ig) 
e proteínas do complemento. Hui e colaboradores (2007) investigaram o impacto 
de 24 horas de PS nesses parâmetros em homens e mulheres saudáveis. Este 
estudo demonstrou que os níveis séricos de IgG, IgA, IgM, C3 e C4 estavam 
significativamente aumentados após a PS. Em contrapartida, outro estudo 
demonstrou que a PS total em homens por 48 horas não afetou os níveis de IgM 
e IgG (Ozturk et al., 1999).  
Em relação à imunidade humoral, Lange e colaboradores (2003) 
demonstraram a existência de uma correlação entre o sono de má qualidade e a 
diminuição clinicamente marcante da responsividade à vacinação. Uma noite de 
PS reduziu significativamente a produção de anticorpos anti-Hepatite A, sugerindo 
a contribuição essencial do sono para o sucesso da imunização. Em um estudo 
mais recente, estes autores confirmaram que o sono pode influenciar a formação 
de células de memória imunológica por atuar como um adjuvante na configuração 
da resposta imunológica adaptativa (Lange et al., 2011).  
 
1.6 Efeitos da privação de sono nos mecanismos efetores da resposta 
imunológica 
Citocinas são grupos de moléculas envolvidas na emissão de sinais 
entre as células durante o desencadeamento da resposta imunológica. Essas 
moléculas são produzidas em resposta aos microorganismos e outros antígenos, 
sendo que diferentes citocinas estimulam respostas celulares específicas 
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envolvidas na imunidade e na inflamação. Na fase de ativação da resposta 
imunológica, as citocinas estimulam o crescimento e a diferenciação dos 
linfócitos, e na fase efetora da imunidade inata e adquirida elas ativam diferentes 
células para eliminar microorganismos e outros antígenos. 
Evidências substanciais sugerem que as citocinas estão diretamente 
envolvidas na regulação fisiológica do ciclo vigília-sono (Mullington et al., 2000).  
Pappenheimer e colaboradores (1975) relataram que a administração de fluido 
cerebroespinhal (obtido de cabras privadas de sono) em gatos aumentou 
significativamente a quantidade de sono nesses animais. Este fator “indutor de 
sono”, denominado de Fator S, foi caracterizado quimicamente como peptídeo 
muramil, um componente da parede celular de todas as bactérias. 
Posteriormente, o Fator S mostrou ser a chave imunorregulatória da interleucina 
(IL) 1β (Opp, 2004), uma das moléculas mais neurologicamente ativas conhecidas 
pelos efeitos indutores de sono e pirogênicos (Majde and Krueger, 2005).  
A participação das citocinas no ciclo vigília-sono foi primeiramente 
demonstrada em humanos por meio de uma correlação entre os níveis de IL-1 β e 
o início do SOL (Moldofsky et al., 1986). Neste sentido, a administração de IL-1β 
(Fang et al., 1998) ou fator de necrose tumoral (TNF-α) (Fang et al., 1997) 
exógenas aumentam a quantidade de sono NREM em uma variedade de 
espécies. Portanto, ambas IL-1β e TNF-α são consideradas elementos chave na 
regulação do sono (Obal and Krueger, 2003), como demonstrado na Figura 2.  
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Figura 2: Moléculas reguladoras compartilhadas pelo sono e imunidade. As citocinas pró-
inflamatórias estão destacados em vermelho e as anti-inflamatórias em azul. IL: 
interleucina; NF-κB: fator de transcrição nuclear κB; LPS: lipopolissacarídeo; IFN: 
interferon; TNF: fator de necrose tumoral. Adaptada de Bryant e colaboradores (2004). 
 
Além de constituírem mediadores inflamatórios amplificados após 
desafios imunológicos, as citocinas IL-1β e TNF-α também são encontradas em 
cérebros normais (Obal and Krueger, 2003). Ambos RNA mensageiros (mRNA) 
das citocinas IL-1β  e TNF-α atingem o pico de expressão próximo aos períodos 
de sono mais aprofundados. Além disso, as concentrações protéicas de TNF-α e 
IL-1β tanto no cérebro quanto no fluido cérebro-espinhal variam de acordo com o 
ciclo vigília-sono. Em humanos, os níveis plasmáticos de IL-1β atingem os níveis 
mais altos no início do sono, e os níveis de TNF-α foram relacionados à atividade 
eletroencefalográfica do sono NREM (Obal and Krueger, 2003; Rehman et al., 
2001). Por outro lado, citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-4, IL-10, IL-13 e o 
fator β transformador de crescimento (TGF-β), por terem a função de inibir 
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citocinas pró-inflamatórias, consequentemente, inibem o sono (Krueger and 
Majde, 1994; Kubota et al., 2000; Kushikata et al., 1999; Kushikata et al., 1998; 
Mullington et al., 2000; Opp, 2005; Plata-Salaman, 1991; Rehman et al., 2001), 
como mostra a Tabela 1. 
Tabela 1: Citocinas envolvidas na regulação do sono. 
Citocinas Indutoras de Sono Citocinas Inibidoras de Sono 
IL-1β 
TNF-α 
IL-2 
IL-6 
IL-8 
IL-15 
IL-18 
IL-4 
IL-10 
IL-13 
TGF- β 
 
As citocinas IL-1 e TNF desencadeiam uma cascata de eventos que 
caracterizam a inflamação. Por exemplo, ambas estimulam a produção do fator de 
transcrição nuclear κB (NFκB). Este, por sua vez, promove a transcrição de outras 
citocinas, como por exemplo, IL-2, IL-6, IL-8, IL-15 e IL-18, as quais induzem sono 
em ratos (Krueger, 2008; Obal and Krueger, 2003; Pabst et al., 1999). A PS 
também está associada com a ativação de NFκB no córtex cerebral, neurônios 
colinérgicos e hipotálamo lateral (Obal and Krueger, 2003). Além disso, a IL-1 e o 
TNF interagem com uma variedade de neurotransmissores, os quais incluem, 
glutamato, serotonina, acetilcolina, histamina e dopamina (Krueger, 2008; Obal 
and Krueger, 2003). Pouco se sabe sobre a especificidade destas interações. 
Estudos conduzidos no sentido de esclarecer este assunto demonstraram que a 
depleção de serotonina do cérebro atenua a indução de sono promovida pela IL-1 
(Imeri et al., 1997) e que, no hipotálamo, esta citocina ativa neurônios indutores 
de sono e inibe neurônios promotores de vigília (Alam et al., 2004).  
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Estudos relatam que as citocinas são afetadas pela falta de sono, 
uma vez que a PS leva ao aumento dos níveis plasmáticos da atividade 
dependente de IL-1 tanto em humanos como em animais (Obal and Krueger, 2003). 
No aspecto clínico, várias condições caracterizadas por sonolência excessiva, 
como apnéia do sono, insônia e artrite reumatóide, foram associadas ao aumento 
dos níveis de TNF-α e de outras citocinas (Obal and Krueger, 2003). Em 
experimentos conduzidos in vitro, a PS também aumentou a produção de TNF-α 
em monócitos estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) (Pabst et al., 1999). 
Outros componentes da resposta imunológica também são afetados 
pela PS. Esta condição tem sido associada à modulação de comportamento 
doentio induzido por LPS (Zager et al., 2009), ao aumento de marcadores 
inflamatórios, como por exemplo, proteína C reativa (Meier-Ewert et al., 2004) e 
aumento da expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória. De acordo 
com Irwin e colaboradores (2006), a PS aumentou a transcrição mRNA de IL-6 e 
TNF-α. Recentemente, esses pesquisadores também relataram que PS aguda 
induziu rápido aumento da ativação do fator de transcrição NF-κB em células 
mononucleares do sangue periférico (Irwin et al., 2008).  
Receptores solúveis estão crucialmente envolvidos na modulação e 
regulação da atividade biológica de seus ligantes. Receptores de TNF-α atuam 
como inibidores naturais e moduladores da atividade do TNF (Aderka, 1996). 
Existem evidências sugerindo que receptores de citocinas também estão 
envolvidos na regulação do ciclo vigília-sono, como por exemplo, o receptor de 
TNF (sTNF-αRI) (Fang et al., 1997). Shearer e colaboradores (2001) relataram 
aumento dos níveis periféricos de sTNF-αRI durante 88 horas de PS total, 
sugerindo um desequilíbrio entre citocinas e seus receptores. Outro estudo 
relatou que o sono aumentou os níveis dos receptores solúveis de IL-6 em 
humanos (Dimitrov et al., 2006).  
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É importante ressaltar que, além de constituirem moduladores do 
ciclo vigília-sono, as citocinas estão essencialmente envolvidas na resposta 
imunológica desencadeada por desafios antigênicos específicos, como por 
exemplo, a IL-2. Além de participar diretamente dos mecanismos regulatórios do 
sono (Figura 2), essa citocina é um dos principais mediadores inflamatórios 
envolvidos no processo de rejeição de transplantes (TX).  
 
1.7 Modelo experimental de aloenxerto de pele 
O TX é considerado a terapia mais adequada para a substituição de 
órgãos e tecidos com função terminal (Le Moine et al., 2002). No Brasil, o número 
de TX de órgãos e tecidos tem aumentado consideravelmente. Apesar desses 
avanços, a rejeição de órgãos continua sendo o maior obstáculo para o sucesso 
desse tratamento (Le Moine et al., 2002). As respostas imunológicas contra os 
tecidos ou órgãos transplantados são decorrentes de diferenças genéticas 
existentes entre o doador e o receptor, especialmente com relação ao complexo 
de histocompatibilidade principal (MHC), em humanos conhecido como antígenos 
leucocitários humanos (HLA), altamente polimórficos (Parham, 2001a).  
Este procedimento consiste em retirar de um indivíduo células, 
tecidos ou órgãos, reconhecidos como enxerto, e transferí-los (usualmente) para 
um indivíduo diferente. O indivíduo que fornece o enxerto é denominado de 
doador e o que o recebe de receptor. O enxerto transplantado entre indivíduos 
geneticamente idênticos é chamado de singênico e o enxerto transplantado entre 
dois indivíduos geneticamente distintos da mesma espécie é denominado 
alogênico. Os linfócitos e anticorpos que reagem com aloantígenos são descritos 
como aloreativos.  
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O maior fator limitante para o sucesso do TX é a resposta do 
receptor contra o tecido do doador. Este problema foi primeiramente evidenciado 
quando constatou-se total insucesso no procedimento de substituição de pele 
danificada de pacientes com queimaduras por pele sadia de doadores sem 
parentesco. A pele transferida foi completamente tomada por necrose tecidual de 
uma a duas semanas após a realização do TX. A falha nesta tentativa de 
tratamento levou Peter Medawar e muitos outros investigadores a estudar 
modelos animais de enxerto de pele. Em parceria com Frank Macfarlane Burnet, 
Peter Medawar recebeu o Prêmio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1960 pelos 
estudos abordando estas falhas.  
Os experimentos conduzidos por Peter Medawar e outros 
estudiosos, estabeleceram que a falha no enxerto de pele ocorria devido a um 
processo inflamatório que denominaram de rejeição. Estes autores demonstraram 
que o TX entre indivíduos sem parentesco genético, por exemplo, de 
camundongos de uma linhagem A para camundongos de linhagem B, é rejeitado 
pelo receptor dentro do período de 7 a 10 dias após a realização da transferência 
(Figura 3). Dessa forma, um primeiro enxerto alogênico estimula uma resposta 
primária de rejeição. Um segundo TX de pele proveniente do mesmo doador para 
o receptor original é rejeitado dentro de dois a três dias. Por sua vez, um segundo 
enxerto alogênico do mesmo tipo estimula uma resposta secundária de rejeição 
mais rápida. Portanto, enxertos provenientes de linhagens geneticamente 
distintas dos receptores induzem memória imunológica, característica 
fundamental da resposta imune adaptativa. Além disso, a transferência de células 
T de um camundongo que rejeitou um enxerto algênico para outro camundongo 
não transplantado confere ao segundo animal a capacidade de rejeitar o mesmo 
tipo de enxerto alogênico com a cinética de uma resposta secundária, 
demonstrando que a rejeição é mediada por linfócitos pré-sensibilizados. Estas 
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observações configuram a evidência definitiva de que a rejeição resulta de 
resposta imunológica adaptativa (Abbas, 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Rejeição de enxertos de pele é mediada por células T efetoras. [A] Camundongo 
de linhagem inbred B rejeitará enxerto de camundongo de linhagem inbred  A com cinética 
primária. [B] Camundongo de linhagem B sensibilizado por enxerto prévio de linhagem A 
rejeitará um segundo enxerto de camundongo da linhagem A com cinética secundária com 
rejeição mais rápida, demonstrando formação de memória. [C] Camundongo da linhagem B 
injetado com linfócitos provenientes de outro camundongo da linhagem B rejeitará enxerto 
recebido da linhagem A. Este irá rejeitar um segundo enxerto recebido da linhagem A com 
cinética secundária de rejeição, demonstrando a atuação de linfócitos e células de memória 
durante o processo de rejeição. Enxertos singênicos nunca serão rejeitados (dados não 
mostrados). Figura adaptada de Abbas (2008). 
 
O enxerto de pele tem sido extensivamente utilizado como modelo 
experimental de TX porque a pele é um tecido altamente imunogênico, a rejeição 
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é facilmente visível e o custo é reduzido em relação a outros modelos (Parham, 
2001). A pele reage aos estímulos antigênicos desencadeando processo 
inflamatório e resposta vigorosa de linfócitos T (Guymer and Mandel, 1994). Essa 
imunogenicidade expressiva está correlacionada à elevada quantidade de células 
dendríticas residentes na camada epidérmica da pele, denominadas células de 
Langerhans, cuja principal função é transportar antígenos protéicos para os 
linfonodos drenantes, atuando como células apresentadoras de antígenos (APC) 
(Larregina et al., 2001).  
As células T exercem função primordial no processo de rejeição de 
TX, uma vez que a via clássica de rejeição aguda depende da diferenciação de 
células T CD4+ do tipo Th1 e T CD8+. As APC apresentam o antígeno através da 
molécula de superfície MHC classe II aos linfócitos T. Estes, por sua vez, 
reconhecem o antígeno por meio do seu receptor, e são estimuladas a liberar 
substâncias efetoras. Essas incluem muitas citocinas que aumentam o processo 
de apresentação de antígenos visto que exercem papel crucial na expansão 
clonal de linfócitos (IL-2), bem como no aumento da expressão superficial de 
proteínas de classe II do MHC pelo interferon (IFN) γ (Nickerson et al., 1994; 
Sykes, 1996). A IL-2 é considerada um componente essencial da resposta imune 
adaptativa aos tecidos transplantados uma vez que o bloqueio dessa citocina ou 
de seu receptor prolonga o tempo de sobrevida de aloenxertos em ratos e 
camundongos (Kirkman et al., 1985; Kupiec-Weglinski et al., 1987). 
Apesar dos mecanismos celulares gerais envolvidos no processo de 
rejeição estarem bem descritos, estes são bastante complexos e a atuação de 
cada subpopulação de linfócitos T permanece não completamente esclarecida. 
Vários estudos demonstraram que células T CD4+ exercem papel central na 
indução de rejeição (Gill et al., 1989; Hall et al., 1983; Heidecke et al., 1984), 
enquanto outros estudos evidenciaram que a ativação de linfócitos T CD8+, 
dependentes da ativação de células T CD4+, também é um componente 
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importante nos mecanismos de rejeição de aloenxertos quanto ao MHC de 
classes I e II. De fato, células T CD4+ são capazes de promover a rejeição de 
aloenxertos em camundongos sem exigir a atuação de linfócitos T CD8+ e 
anticorpos (Zelenika et al., 1998). Ainda, de acordo com Wise e colaboradores 
(1999), essa subpopulação pode rejeitar completamente antígenos MHC classe I 
sem o recrutamento de células NK ou macrófagos.  
Cobbold e Waldmann (1986) demonstraram ainda que a depleção 
ou bloqueio de células T CD4+ in vivo promove atraso no processo de rejeição 
de aloenxertos de pele. Por outro lado, a depleção ou bloqueio de linfócitos T 
CD8+ demonstra menor influência neste processo. Embora a rejeição seja 
particularmente dependente de células T auxiliares, Guerder e Matzinger (1992) 
relataram que ambos os tipos de células T são essenciais para que a rejeição 
aconteça.   
Os linfócitos T CD4+ podem ser classificados em subtipos funcionais 
de acordo com seus padrões de secreção de citocinas. Células Th1 estão 
associadas à imunidade mediada por células e produzem IL-2, IFN-γ e TNF-β. Por 
outro lado, as células Th2 regulam a imunidade humoral, podem modular 
respostas mediadas por células Th1 e produzem IL-4, IL-5 e IL-10. Ambos os 
tipos Th1 e Th2 podem atuar como células efetoras no processo de rejeição 
aguda de aloenxertos de pele. De acordo com Zelenika e colaboradores (1998), 
células Th1 recrutariam e ativariam neutrófilos, enquanto células Th2 recrutariam, 
de maneira similar, eosinófilos como células efetoras na rejeição de aloenxertos.  
Nas últimas décadas, o uso de novos agentes imunossupressores 
têm reduzido significativamente a incidência de episódios de rejeição aguda, 
proporcionando aumento da sobrevida do TX em pacientes (Hariharan et al., 
2000). Utilizando modelo animal, demonstramos em estudo prévio aumento da 
sobrevida de aloenxerto de pele entre camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados 
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com Ciclosporina (Silva et al., 2006a). Entretanto, além dos protocolos 
imunossupressores atuais não impedirem o desenvolvimento da rejeição crônica, 
outros fatores estressantes comuns na vida moderna podem prejudicar a 
homeostase do sistema imunológico.  
 
1.8 Sono e transplantes 
Diversos estudos têm relatado a expressiva ocorrência de distúrbios 
de sono em pacientes, especialmente com insuficiência renal crônica, à espera ou 
submetidos ao TX (Iliescu et al., 2004; Sabbatini et al., 2003). Dentre estes 
distúrbios, pode-se destacar a síndrome da apnéia e hipopnéia obstrutiva do sono 
(SAHOS) (Zoccali et al., 2002b), movimentos periódicos de pernas (Parker, 2003) 
e insônia (Holley et al., 1991). De acordo com Kraus e Hamburguer (1997), a 
apnéia do sono acomete cerca de 60% dos pacientes com doenças renais em 
estágios terminais.  
Sabbatini e colaboradores (2005), no intuito de averiguar se o TX 
renal poderia melhorar de maneira significativa esses distúrbios de sono, 
demonstraram que a qualidade de sono de pacientes transplantados esteve 
dramaticamente comprometida em relação a sujeitos não-transplantados. Embora 
o TX tenha melhorado o sono destes indivíduos em relação aos pacientes 
submetidos à hemodiálise, o padrão de sono não foi completamente restabelecido 
com este tratamento. Em estudo semelhante, Eryilmaz e colaboradores (2005) 
também constataram que o número de distúrbios de sono entre pacientes com 
doenças renais em estágio terminal permaneceu significativamente alto em 
relação à população normal mesmo após o TX. 
Em conjunto com as queixas de distúrbios de sono, existem 
evidências objetivas de alterações na arquitetura do sono destes pacientes. 
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Estudos com polissonografia (PSG) demonstraram tempo total de sono de 4,4 a 6 
horas, fragmentado por alta freqüência de despertares (acima de 30 por hora), 
resultando em uma eficiência de sono entre 66% e 85% (Hallett et al., 1996; Hanly 
et al., 2003; Hanly and Pierratos, 2001; Mendelson et al., 1990; Parker et al., 2003). 
Além disso, geralmente, estágios um e dois do sono NREM estão aumentados 
nesses pacientes, enquanto o SOL e o sono REM estão reduzidos (Hanly and 
Pierratos, 2001; Stepanski et al., 1995; Wadhwa and Mendelson, 1992). 
Alguns estudos investigaram as consequências destes distúrbios de 
sono nos pacientes submetidos à hemodiálise e acometidos por outras doenças 
crônicas, demonstrando que distúrbios de sono prejudicam de forma ainda mais 
expressiva a qualidade de vida desses indivíduos (Iliescu et al., 2004; Katz and 
McHorney, 2002; Sanner et al., 2002). 
Esses dados merecem atenção em função da associação clínica 
entre esses distúrbios de sono e o aumento do risco de eventos cardiovasculares 
ou alterações no sistema imunológico (Zoccali et al., 2002a) que representam a 
principal causa de morte em pacientes com doenças renais, inclusive em 
pacientes transplantados. Entretanto, o entendimento global do impacto de 
alterações no padrão vigília-sono sobre a saúde de indivíduos sob estas 
condições permanece amplamente desconhecido. Nesse sentido, a PS tem se 
mostrado uma ferramenta de estudo fundamental para o esclarecimento dos 
prejuízos desencadeados pela falta de sono, especialmente no que diz respeito a 
alterações fisiológicas associadas à imunidade (Palma et al., 2006; Ruiz et al., No 
prelo; Ruiz et al., 2007; Zager et al., 2007).  
 
2. JUSTIFICATIVA 
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A falta de sono é um fator comum na sociedade moderna, fazendo 
com que suas consequências sobre o organismo sejam alvo de muitos 
estudiosos. Encontra-se documentada na literatura diversos efeitos da PS sobre a 
imunidade. Entretanto, a maioria destes estudos descreve as repercussões da 
falta de sono sobre a imunocompetência sem o uso de desafio antigênico. Neste 
sentido, observa-se carência de estudos avaliando os efeitos da PS no 
desenvolvimento da resposta imunológica específica. No intuito de contemplar 
estas duas abordagens, utilizamos neste projeto dois modelos experimentais.   
No primeiro modelo experimental, avaliamos os efeitos da falta de 
sono na imunocompetência de sujeitos saudáveis. Indivíduos que passam por 
períodos de vigília prolongados, devido a longos turnos de trabalho ou atividades 
sociais, têm sido alvo de diversos estudos científicos. Além disso, tem se tornado 
cada vez mais comum, em virtude do aumento da jornada de trabalho que afeta 
indiscriminadamente a sociedade, a redução do tempo diário de sono. Neste 
sentido, tornam-se indispensáveis estudos que avaliem, além das consequências 
da PS por dias consecutivos, os efeitos da redução diária do tempo de sono REM, 
uma vez que a maior parte da PS ocorre na segunda metade da noite, durante a 
qual se concentram os episódios de sono REM. 
Além de avaliar os efeitos da PS na imunocompetência de indivíduos 
saudáveis, utilizamos como desafio imunológico um segundo modelo murino de 
aloenxerto de pele para avaliar os efeitos da privação ou restrição de sono no 
desenvolvimento da resposta imunológica específica que caracteriza o processo 
de rejeição. De acordo com as evidências de que a PS pode alterar 
significativamente os parâmetros associados à resposta imunológica, torna-se 
relevante investigar a possibilidade de pacientes transplantados ou na espera por 
essa terapia, submetidos à PS ou acometidos por distúrbios de sono, 
apresentarem possível comprometimento do TX. Assim, investigamos nesta 
segunda etapa como a PS poderia interferir na sobrevida do TX e, 
especificamente, nos mecanismos que caracterizam o processo de rejeição. 
3. OBJETIVOS 
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3.1 Modelo experimental I 
Efeitos da privação de sono na imunidade de voluntários saudáveis 
(Artigo 1): 
 Quantificar o número de leucócitos, linfócitos B e T, 
subpopulações de linfócitos TCD4+ e TCD8+, Ig, proteínas do 
complemento e as citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α e 
IFN-γ em homens adultos e saudáveis imediatamente após PS 
total ou privação seletiva de sono REM. 
 Avaliar se três noites de recuperação de sono seriam suficientes 
para reverter possíveis alterações. 
 
3.2 Modelo experimental II 
Efeitos da privação de sono em modelo experimental de transplante 
de pele em camundongos (Artigo 2): 
 Caracterizar o padrão de sono de camundongos transplantados 
durante o processo de rejeição; 
 Caracterizar o tempo de sobrevida do aloenxerto de pele após 
privação e restrição de sono; 
 Avaliar a resposta local por meio da expressão gênica global no 
aloenxerto de pele após privação e restrição de sono.  
 Avaliar as populações de linfócitos nos linfonodos axilares, baço, 
enxerto de pele e circulação periférica, expressão de MHC II e 
concentrações plasmáticas de IL-2 e corticosterona após privação 
e restrição de sono.  
4. MÉTODOS 
MODELO EXPERIMENTAL I 
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4.1 Modelo experimental I 
Efeitos da privação de sono na imunidade de voluntários saudáveis 
(Artigo 1). 
 
4.1.1 Voluntários 
Todos os voluntários que preencheram os critérios para o estudo 
foram previamente informados sobre os procedimentos e os riscos envolvidos na 
pesquisa e assinaram termo de consentimento aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa (#0514/07) (Anexo I). O estudo foi conduzido no Instituto do Sono e no 
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de São Paulo - 
UNIFESP. 
 
4.1.2 Critérios de inclusão de voluntários 
 Homens; 
 Idade entre 19 e 29 anos; 
 Ritmo de sono normal com duração média de sete a nove horas 
dormidas; 
 Ausência de antecedentes neurológicos, psiquiátricos ou de uso 
de medicação psicotrópica; 
 Outorga por escrito de consentimento informado para participar do 
estudo; 
 Resultados dos questionários de Qualidade de Sono de 
Pittsburgh, da Escala de Sonolência de Epworth e do Inventário 
de Depressão de Beck dentro dos parâmetros normais. 
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4.1.3 Critérios de exclusão de voluntários 
 Dependência química (álcool, cigarro ou drogas ilícitas); 
 Indivíduos com distúrbios de sono;  
 Trabalhadores por turno; 
 Matutinos ou vespertinos extremos; 
 Doença orgânica grave não controlada que possa interferir na 
condução do estudo como neoplasias, cardiopatias, patologias 
digestivas e diabetes mellitus. 
 
4.1.4 Aspectos Éticos 
 As informações relevantes geradas neste projeto de pesquisa 
foram tratadas como dados confidenciais. A identidade dos 
voluntários foi e será protegida em toda e qualquer publicação ou 
outras formas de divulgações científicas geradas a partir do 
estudo. 
 Os sujeitos foram ressarcidos pelos gastos com transporte e 
alimentação durante a realização do estudo, mesmo que 
decidissem por interromper os procedimentos. 
 
4.1.5 Grupos 
 32 voluntários: 
- Grupo Controle: 11 voluntários; 
- Grupo PS Total: 11 voluntários submetidos à duas noites de PS total. 
- Grupo PS REM: 10 voluntários submetidos à quatro noites de PS REM; 
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4.1.6 Delineamento Experimental 
Durante a semana que precedeu o estudo, assim como durante o 
período no qual os voluntários permaneceram no laboratório (Figura 4), todos os 
participantes foram instruídos a não consumirem álcool, cafeína e derivados, e a 
manterem sua rotina de sono regular (grupo controle). Foram conduzidos dois 
protocolos distintos de PS: 
 Duas noites de privação de sono total: teve por objetivo simular 
situações em que indivíduos, principalmente devido à pressão 
socioeconômica, permanecem em vigília por diversas horas 
consecutivas.  
 Quatro noites consecutivas de privação de sono REM: visa 
simular situações em que indivíduos, em função do aumento de 
períodos de atividade, restringem o tempo de sono durante a 
semana e apresentam rebote de sono nos finais de semana na 
tentativa fisiológica de recuperar o sono perdido.  
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Figura 4: Esquema do protocolo de estudo utilizado. As informações estão 
representadas de acordo com o intervalo de 24 horas. PSG: polissonografia. [A] Noite de 
adaptação; [B] Noite basal; [N1 a N2] Noites de PS total; [N1 a N4] Noites de PS REM; 
[R1 a R3] Noites de rebote de sono. O grupo controle permaneceu no laboratório durante 
todo o período experimental com padrão de sono regular mantido. Coletas de sangue 
foram realizadas diariamente às 8:00 horas. 
 
Foram oferecidas quatro refeições diárias para os voluntários (08:30, 
12:00, 16:00 e 20:00 horas). Além disso, o grupo PS total recebeu um lanche à 
meia-noite durante as noites de PS. Os participantes dos grupos PS REM e 
controle foram instruídos a dormirem entre 23:00 e 08:00 horas, e foi registrado o 
padrão de sono de todas as noites por meio de PSG. Cochilos não foram 
permitidos em nenhum dos grupos. Estresse comportamental e exercícios físicos 
intensos foram evitados durante todo o protocolo experimental. 
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4.1.6.1 Seleção dos Voluntários 
Foi realizada uma PSG associada a um questionário clínico de 
qualidade de sono, coletas de sangue e urina a fim de verificar se os voluntários 
estavam aptos à participação no projeto. 
 
4.1.6.2 Noite de Adaptação à polissonografia e polissonografia basal 
A noite de adaptação se fez necessária para habituação às 
condições ambientais e ao monitoramento por meio de eletrodos com a finalidade 
de tornar o registro da atividade eletroencefálica na PSG basal o mais fidedigno 
possível ao de uma noite normal de sono. Para isso, os voluntários chegaram ao 
Instituto do Sono por volta das 21:00 horas e foram encaminhados para o registro 
polissonográfico. Na noite seguinte, os voluntários foram submetidos à PSG basal 
para obtenção do padrão regular de sono, e permaneceram até o final do 
experimento no laboratório para que tivessem sua rotina controlada e pudessem 
ser acompanhados pelos médicos e profissionais responsáveis.  
 
4.1.6.3 Distribuição dos Voluntários nos Grupos Experimentais 
Os voluntários foram pareados de acordo com a idade e grau de 
escolaridade a fim de diminuir as variáveis entre os grupos controle, PS total e PS 
REM. Após a noite basal, os 32 voluntários foram distribuídos randomicamente 
em três grupos distintos: controle, PS total e privação seletiva de sono REM.  
 Grupo Controle 
Os voluntários desse grupo dormiram regularmente durante todo o 
protocolo experimental. Todas as noites de sono foram monitoradas por PSG. 
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 Grupo Privado de Sono Total 
 Os períodos de PS foram realizados com assistência de 
profissionais especializados. Os voluntários permaneceram alerta e ativos durante 
48 horas consecutivas. A fim de garantir que todos os voluntários 
permanecessem em vigília durante todo o período, os pesquisadores 
permaneceram durante todo o protocolo monitorando-os visualmente. Durante o 
período de PS os voluntários realizavam atividades como ler livros e revistas, 
jogar videogames, cartas, assistir televisão e também tinham acesso à internet. 
Após aproximadamente 48 horas de PS, os voluntários puderam dormir por três 
noites consecutivas monitoradas por PSG, as quais foram denominadas de noites 
de rebote de sono.   
 
 Grupo Privado de Sono REM 
 Os voluntários desse grupo permaneceram ativos durante o dia e no 
período noturno tiveram seu sono registrado por meio de PSG durante quatro 
noites. A privação seletiva de sono REM foi realizada pelo método descrito por 
Dement em 1960 (Dement, 1960). Ao primeiro sinal de aparecimento dessa fase 
do sono os voluntários foram acordados pelos técnicos de PSG que os 
chamavam pelo nome através de um interfone. Caso não houvesse resposta, o 
técnico entrava no quarto e gentilmente estimulava o voluntário até que alguma 
resposta fosse percebida. A determinação desse estágio era realizada por 
inspeção visual constante em intervalos de 30 segundos observados na tela do 
computador de aquisição do registro polissonográfico a cada noite (Figura 5). Os 
critérios para intervenção eram dessincronização do EEG sem ondas espículas 
ou complexos K concomitantes com a redução do tônus muscular, verificada por 
meio da redução da amplitude do eletromiograma (EMG). Após o despertar, os 
voluntários eram mantidos acordados por tempo suficiente para evitar que 
houvesse episódios de sono REM imediatos e, portanto frequentes intervenções. 
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Na primeira metade da noite, período no qual se concentra o sono NREM e a 
pressão para o sono REM é relativamente baixa, o voluntário foi despertado a 
cada episódio de sono REM. Na segunda metade da noite, os voluntários foram 
acordados até o momento em que se pôde evitar o aparecimento de episódios de 
sono REM consecutivos após o despertar. Quando a pressão para o 
aparecimento do sono REM se tornava insustentável, o voluntário era convidado a 
se retirar da cama e permanecer acordado. Na noite seguinte ao término da PS 
REM, os voluntários foram submetidos ao registro polissonográfico de rebote de 
sono por três noites consecutivas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Computador de aquisição do registro polissonográfico e vídeo 
monitorando o voluntário durante a noite de sono. 
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4.1.7 Polissonografia 
Os parâmetros do sono foram registrados utilizando-se de polígrafo 
(EMBLA, Islândia) com software Somnologica, que consiste em um sistema 
integrado de coleta de dados amplificados e computadorizados. As épocas de 30 
segundos foram classificadas em vigília, estágios 1, 2, 3 e 4 do sono NREM e 
sono REM, de acordo com critério padronizado previamente (Rechtschaffen and 
Kales, 1968). 
A fim de registrar múltiplas variáveis fisiológicas que ocorrem 
concomitantemente em uma noite de sono espontânea, foi associado ao EEG o 
registro do eletrooculograma EOG, EMG do mento, movimentos dos membros 
inferiores, fluxo aéreo nasal e bucal, movimentos respiratórios, saturação da oxi-
hemoglobina e eletrocardiograma (ECG), como mostrado na Figura 6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Voluntário preparado para o registro polissonográfico (Foto obtida com 
autorização do voluntário). 
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4.1.7.1 Registro da Atividade Elétrica Cerebral 
Os eletrodos para registro da atividade elétrica cerebral foram 
colocados no couro cabeludo após limpeza do local e aplicando-se pasta 
condutora. Para que os eletrodos permanecessem fixados durante toda a noite de 
registro, utilizou-se colódio elástico, que foi seco com ar comprimido. A disposição 
dos eletrodos no couro cabeludo obedeceu ao sistema convencional denominado 
de “sistema internacional 10-20 de colocação de eletrodos” (Klem et al., 1999), 
baseado em distâncias relativas (10 e 20%) a partir de pontos pré-estabelecidos 
na cabeça. Foram utilizados os seguintes eletrodos: central esquerdo (C3) e 
central direito (C4), referenciados com a orelha contra lateral (C3-A2 e C4-A1). 
Também foram utilizados eletrodos OCC (O1 e O2) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Eletrodos para registro do EEG. (A1: aurícula esquerda; A2: aurícula direita) 
 
4.1.7.2 Registro dos Movimentos Oculares 
Para o registro dos movimentos oculares, foram colocados eletrodos 
um cm lateralmente à fenda palpebral, 1 cm abaixo e 1 cm acima, 
respectivamente, do lado esquerdo e direito, captando, dessa forma, movimentos 
oculares horizontais, verticais e oblíquos. Esses eletrodos registram a diferença 
de potencial existente entre a região anterior e posterior do globo ocular, sendo a 
córnea positiva em relação à retina. Os eletrodos foram referenciados com a 
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orelha contralateral na seguinte montagem: olho direito-A1 e olho esquerdo-A2 
(Figura 8). Essa disposição permite identificar os movimentos oculares em 
deflexões fora de fase do sinal.  
 
4.1.7.3 Registro do Tônus Muscular 
O registro do tônus muscular mentoniano é fundamental no 
estagiamento do sono REM, caracterizado pela atonia muscular. Para o registro 
da contração muscular foram colocados eletrodos aderidos nas regiões 
mentonianas e submentonianas e um eletrodo reserva, caso um dos anteriores 
apresentassem problemas na aquisição do sinal durante a noite (Figura 8). Para o 
registro do movimento das pernas, eletrodos foram aderidos em ambos os 
membros inferiores na região do músculo tibial anterior, com a distância de 10 cm 
de um para outro. Para registro de distúrbios de sono, foram utilizados eletrodos 
aderidos na região dos músculos masseteres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Eletrodos para registro do EOG (A1: aurícula esquerda; A2: aurícula direita; 
OD: olho direito; OE: olho esquerdo) e EMG do mento. 
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4.1.7.4 Monitoramento Respiratório 
O monitoramento respiratório foi realizado por meio de sensores de 
temperatura para registro do fluxo aéreo nasal e bucal, considerando que o ar 
inspirado e expirado apresenta temperaturas diferentes. Para diferenciação das 
apnéias/hipopnéias obstrutivas das centrais foi avaliado o esforço respiratório. 
Foram incluídos no estudo voluntários com menos de 10 eventos de 
apnéias/hipopnéias por hora. Os movimentos respiratórios foram avaliados pelo 
registro do EMG intercostal e pela utilização de cintas e sensores torácicos e 
abdominais. A saturação do oxigênio foi fornecida por meio do oxímetro que 
registra a saturação da oxi-hemoglobina por intermédio de sensores fixados no 
dedo da mão dos voluntários. O decúbito do paciente na cama foi monitorado por 
sensores de posição e o registro do ronco por sensores apropriados. 
 
4.1.8 Aspectos imunológicos 
Amostras de sangue foram coletadas diariamente às 8:00 horas 
(veia antecubital) ao longo do protocolo experimental: basal, duas noites de PS 
total, quatro noites de PS REM e três noites de recuperação de sono (Figura 4).  
 
4.1.8.1 Leucograma 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubos contendo solução 
anticoagulante (EDTA). No dia da coleta, as amostras foram encaminhadas para 
a diferenciação de leucócitos por meio do contador de células automático (Advia 
120 Hematology System, NY, EUA). 
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4.1.8.2 Subpopulações de linfócitos 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubos contendo solução 
anticoagulante (EDTA). A quantificação das subpopulações de linfócitos foi 
realizada por meio de citometria de fluxo utilizando anticorpos monoclonais. 
Incubou-se em tubos Falcon (BD Biosciences, EUA) 100µl de sangue não-diluído 
e 1µl de anticorpo monoclonal específico por 60 minutos a 4ºC no escuro. Para 
marcação dos subtipos celulares foram conjugados: 
 Linfócitos T auxiliares (TCD4): anticorpos Anti-CD3 (linfócito) e 
anti-CD4 (linfócito T auxiliar).  
 Linfócitos T citotóxicos (TCD8): anticorpos Anti-CD3 (linfócito) e 
anti-CD8 (linfócito T citotóxico).  
 Linfócitos B: anticorpos Anti-CD3 (linfócito) e anti-CD19 PE 
(linfócito B). Indiretamente, o número de linfócitos T foi 
determinado.  
 
As amostras foram incubadas com 2 ml de reagente de lise por 10 
minutos. Em seguida, estas foram centrifugadas durante cinco minutos a 4ºC e 
1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em  2 ml de 
PBS e, novamente centrifugado como mencionado anteriormente. O pellet foi 
ressuspendido em 500µl de tampão para leitura. Pelo menos 10.000 eventos 
foram adquiridos no FACScalibur, (BD, Biosciences, EUA), utilizando o software 
CellQuest (BD, Biosciences, EUA). 
 
4.1.8.3 Imunoglobulinas e proteínas do complemento 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubo seco. As amostras foram 
centrifugadas imediatamente a temperatura ambiente e 3.000 rpm durante 15 
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minutos. Ao final do processo, o soro foi coletado e mantido a −80°C até a realização 
do ensaio. A concentração sérica de Ig (mg/dL), incluindo IgA, IgG e IgM, assim 
como proteínas do complemento (mg/dL), incluindo C3 e C4, foram determinadas por 
meio de nefelometria (Immage Beckman Coulter, Brea, CA, EUA).  
 
4.1.8.4 Citocinas Circulantes 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubos contendo solução 
anticoagulante (EDTA). As amostras foram centrifugadas imediatamente a 4°C e 
3.000 rpm durante 15 minutos. Ao final do processo, o plasma foi mantido a 
−80°C até a realização do ensaio. A concentração plasmática das citocinas foi 
avaliada por meio da tecnologia Luminex™ xMAP (MAP=Perfil de Múltiplos 
Analitos, x=sua variável ex: citocina, endócrino, oligonucleotídeos). Esta 
tecnologia permite a dosagem de múltiplos analítos simultaneamente em um 
único poço de reação em microplacas envolvendo processo exclusivo que cora 
microesferas de látex com dois fluoróforos. Utilizando proporções precisas de dois 
fluoróforos, podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas, cada 
uma delas com uma assinatura baseada em “código de cores” e que podem ser 
identificadas pelo instrumento Luminex. 
Os kits LINCOplex utilizam estas microesferas como base dos 
imunoensaios multiplex. Cada esfera é conjugada a um anticorpo analíto 
específico. Estas microesferas são então combinadas em um único poço de 
reação e podem dosar até 100 analítos simultaneamente. Os ensaios se 
fundamentam na metodologia “sanduíche” convencional de dois sítios, onde o mix 
de microesferas é incubado com padrões e amostras em formato de placa de 96 
poços. A próxima etapa é a adição do anticorpo de detecção biotinilado. O 
resultado final é amplificado através de incubação com o conjugado 
estreptavidina-ficoeritrina. As microesferas são lidas no equipamento Luminex 100 
por meio do sistema duplo de lasers que incide sob as microesferas, à medida 
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que estas fluem através do fluxo celular. Um feixe de laser detecta a microesfera 
(o código de cor específico para o ensaio) e o outro laser quantifica o sinal em 
cada microesfera.  
As microesferas com propriedades espectrais definidas conjugadas 
a anticorpos (anti-proteínas específicas) foram incubadas por duas horas 
juntamente com as amostras dos voluntários (25μL) e padrões (proteínas 
padronizadas com concentração conhecida e amostras controle). Após lavagem, 
as microesferas foram incubadas por uma hora com anticorpos de detecção 
biotinilados. Após remoção do excesso de anticorpos de detecção biotinilados, as 
microesferas foram incubadas por 30 minutos com estreptavidina conjugada a 
proteína fluorescente R-phycoeritrica (PE). Após lavagem, as concentrações das 
citocinas de interesse foram lidas no sistema de array líquido, LINCOplex, 
utilizando MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Panel MPXHCYTO-60 K, 
com os seguintes anticorpos: IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ. A curva 
padrão foi estabelecida entre 3,2 a 10.000 pg/mL, com acurácia de 100 ± 25%, 
precisão intra-ensaio de 4,6 a 13,8% e inter-ensaios de 3,7 a 17,2%. 
 
4.1.9 Análise Estatística 
Os resultados foram apresentados na forma de média  erro-padrão. 
As comparações entre as avaliações diárias dos parâmetros imunológicos número 
de leucócitos, proteínas do complemento, Ig, TNF-α e IL-10 foram realizadas por 
meio da Análise de Variância (ANOVA) para medidas repetidas, acompanhadas 
pelo teste post-hoc de Duncan. O teste de Friedman foi utilizado para avaliar as 
diferenças significativas em relação aos níveis das citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 
e IFN-γ. O nível de significância considerado foi p0,05 e o software STATISTICA 
6.0 foi utilizado para a realização de todas as análises. Voluntários com 
parâmetros imunológicos além dos valores de referência foram excluídos das 
análises (Ganong, 2001).  
MODELO EXPERIMENTAL II 
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4.2 Modelo experimental II  
Efeitos da privação de sono no processo de rejeição de transplante 
de pele em camundongos (Artigo 2). 
 
4.2.1 Camundongos 
Para o aloenxerto de pele (TX) foram utilizados camundongos 
BALB/c (H-2d) e C57BL/6J (H-2b), machos e adultos (8 a 10 semanas), como 
doadores e receptores, respectivamente. Os receptores com TX singênico 
(ISOTX) receberam pele da cauda de camundongos da mesma linhagem. Os 
camundongos foram provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de 
São Paulo. Essas duas linhagens são incompatíveis quanto ao complexo principal 
de histocompatibilidade (MHC), o que faz com que o processo de rejeição seja 
rápido e vigoroso. Os animais foram mantidos em gaiolas com micro-isolador 
ventiladas e receberam água e ração ad libitum. As condições de luz (ciclo claro-
escuro, das 7 às 19 horas) e temperatura (22  2C) foram controladas 
automaticamente. Os experimentos foram conduzidos segundo princípios éticos 
(Andersen et al., 2004b) e sob aprovação do Comitê de Ética da Universidade 
Federal de São Paulo – UNIFESP (CEP# 1296/06) (Anexo II). O máximo de 
esforço foi despendido para minimizar os possíveis desconfortos causados aos 
animais. Além disso, buscou-se empregar a filosofia dos “3Rs” em todos os 
experimentos conduzidos, cujos objetivos são reduzir o tamanho da amostra sem 
comprometer as análises estatísticas e a interpretação dos resultados.  
 
4.2.2 Enxerto de pele 
O enxerto de pele foi escolhido pelo fato deste tecido ser altamente 
imunogênico e do processo de rejeição ser facilmente visível (Parham, 2001b). 
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Após indução anestésica (associação de cloridrato de ketamina e xilazina por 
injeção intraperitoneal, 10mg/kg), uma porção de 1cm2 de pele foi removido do 
dorso tricotomizado do receptor e, em seguida, um segmento de pele da cauda do 
doador de mesma medida foi suturado com fio (ETHICON de seda 6-0, Brasil) 
(Figura 9). Todos os camundongos receberam o analgésico paracetamol por 
injeção intraperitoneal (10mg/kg) ao final da cirurgia. Após o TX, os receptores 
foram mantidos individualmente e o enxerto de pele foi acompanhado diariamente 
por inspeção visual. O dia da rejeição foi definido por 90% de perda de viabilidade 
do tecido enxertado (confirmado por analise hispatológica). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Representação ilustrativa do aloenxerto de pele. Camundongos da linhagem 
doadora (BALB/c) tiveram ~1 cm2  de pele da cauda removida, imersa imediatamente em 
salina e, posteriormente, suturada no dorso de camundongos da linhagem receptora 
(C57BL/6J). A pele enxertada foi fixada com fios de sutura nas extremidades. Esse 
procedimento está representado pelas figuras A, B e C, com seus respectivos detalhes 
demonstrados pelas figuras D, E e F.   
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4.2.3 Privação de sono paradoxal 
Os camundongos receptores foram mantidos individualmente1 e 
submetidos aos seguintes protocolos experimentais (Figura 10):   
 Enxerto singênico (ISOTX) e alogênico (TX): padrão de sono 
regular permitido (gaiola-moradia); 
 PS por 72 horas consecutivas antes (PSPTX) ou depois (TXPSP) 
da realização do enxerto alogênico; 
 RS por 15 dias consecutivos antes (RSTX) ou depois (TXRS) da 
realização do enxerto alogênico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Delineamento experimental dos protocolos de privação de sono. [A] Grupos 
submetidos aos TX alogênico (TX) e singênico (ISOTX) não privados de sono. [B] 
Receptores alogênicos privados de sono por 72 horas consecutivas antes (PSPTX) ou 
depois (TXPSP) do TX. [C] Receptores alogênicos submetidos à restrição de sono antes 
(RSTX) ou depois do TX. PSP=privação de sono paradoxal; RS= restrição de sono; D=dia.  
 
                                               
1 Para não haver remoção do enxerto entre os animais.  
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Os camundongos foram privados de sono por meio do método da 
plataforma única modificada (Figura 11). Esta metodologia consistiu em colocar 
os animais individualmente em gaiolas ventiladas (38x22x19cm) contendo três 
plataformas circulares de 3,5cm de diâmetro, sendo o nível da água 1cm abaixo 
da superfície das plataformas. Os camundongos puderam se movimentar 
livremente no interior da gaiola pulando de uma plataforma para a outra. A atonia 
muscular, que ocorre caracteristicamente durante os episódios de sono 
paradoxal, faz com que o animal acorde ao encostar o focinho ou, ainda, o corpo 
na água. O protocolo de RS consistiu em três horas de janela para o sono, 
começando às 10:00, após 21h de PS, durante 15 dias consecutivos (Araujo et 
al., 2011). Os camundongos não privados de sono foram mantidos 
individualmente em gaiolas ventiladas na mesma sala onde foram conduzidos os 
protocolos de privação e restrição de sono.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Fotos ilustrativas da metodologia de PS paradoxal pela plataforma única 
modificada. 
 
Estudos conduzidos em nosso laboratório demonstraram que esta 
medologia de PS proporciona total supressão do sono paradoxal e redução do 
SOL de cerca de 30% (Silva et al., 2004; Zager et al., 2009).  Durante a PS, os 
camundongos receberam água e ração ad libitum.   
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4.2.4 Cirurgia estereotáxica e registro de sono  
Primeiramente, os animais (n=6/grupo) foram submetidos à cirurgia 
para implantação de eletrodos (Andersen et al., 2001; Timo-Iaria et al., 1970). 
Após a indução anestésica (associação de cloridrato de ketamina e xilazina por 
injeção intraperitoneal (10mg/Kg), os animais foram tricotomizados na região 
superior da cabeça e fixados ao aparelho estereotáxico. Com a exposição do 
periósteo, foram demarcadas as coordenadas estereotáxicas (Bergmann et al., 
1989). Com o auxílio de uma broca odontológica, foram realizados quatro 
orifícios onde foram atarraxados quatro microparafusos (diâmetro de 1,9 mm) de 
aço inóxidável, além de dois eletrodos feitos de fio níquel-cromo revestidos com 
teflon no músculo dorsal do pescoço (trapézio), possibilitando assim o registro 
eletromiográfico. Todos os eletrodos corticais são ligados por meio de fios de 
níquel-cromo revestidos com teflon a um conector, e este foi fixado ao crânio do 
animal com acrílico autopolimerizante odontológico. Todos os camundongos 
receberam o analgésico paracetamol (10mg/kg) por injeção intraperitoneal ao 
final da cirurgia. A recuperação pós-cirúrgica foi fixada em 10 a 14 dias. Após o 
período de recuperação pós-cirúrgico, os animais foram submetidos ao registro 
eletrocorticográfico basal por 48 horas, do qual se obteve uma média dos dois 
períodos claros (períodos em que se concentra a maior parte do sono dos 
animais) por meio do software Somnológica, representado na Figura 12A e B 
(EMBLA, Islândia).  Em seguida, os animais foram retirados do sistema de 
registro de sono e submetidos ao TX de pele singênico (ISOTX) e alogênico 
(ALOTX). Após 24 horas de recuperação, o registro foi novamente iniciado e 
mantido continuadamente por 11 dias consecutivos. Este período foi 
determinado de acordo estudo prévio que demonstrou que o tempo médio de 
sobrevida do aloenxerto entre essas duas linhagens foi de 8±0,4 dias (Silva et 
al., 2006b).  
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Figura 12: Caracterização da metodologia de privação de sono; [A] Eletrodo e parafusos 
utilizados para registro do padrão de sono; [B] Sistema para registro da atividade 
eletrocorticográfica e eletromiográfica; [C] Representação esquemática do protocolo 
experimental. Transplante singênico (ISOTX) e alogênico (TX). 
 
A caracterização do padrão de sono foi realizada por meio de 
avaliações pontuais no 2º, 3º, 5º, 7º e 9º e 11º dias pós-TX durante período claro 
(Figura 12C). Os registros foram analisados manualmente por um único 
pesquisador de forma “cega”, considerando épocas de 10 segundos classificadas 
em vigília, SOL e sono paradoxal (Figura 13). Os parâmetros analisados foram: 
eficiência de sono (porcentagem do tempo total de sono durante o tempo de 
registro), tempo total de SOL (porcentagem desta fase durante o tempo de 
registro), tempo total de SP (porcentagem desta fase durante o tempo de registro) 
e número de episódios de SP. 
C 
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Figura 13: Ilustração dos padrões de ondas característicos durante as fases do sono de 
roedores: vigília, sono de ondas lentas (SOL) e sono paradoxal (SP). 
 
4.2.5 Avaliação do processo de rejeição após privação e 
restrição de sono 
Um conjunto distinto de receptores do enxerto de pele submetidos 
aos diferentes protocolos de PS e RS foram decapitados (entre 8:00 e 9:00 horas) 
para coleta de sangue, linfonodos axilares, baço e enxerto de pele no 5º dia pós-
TX, que corresponde ao pico de ativação dos linfócitos T efetores nos órgãos 
linfóides durante o processo de rejeição (Gilot et al., 2000).  
 
4.2.5.1 Leucograma 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubos contendo solução 
anticoagulante (EDTA). No dia da coleta, as amostras foram encaminhadas para 
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a diferenciação de leucócitos por meio do contador de células automático (Advia 
120 Hematology System, NY, EUA). 
 
4.2.5.2 Populações subpopulações de linfócitos nos órgãos linfóides 
secundários 
Baço e linfonodos axilares foram removidos cirurgicamente e 
suspensões celulares foram individualmente preparadas por meio da passagem 
dos órgãos em peneiras de nylon (40μm). Hemáceas foram lisadas utilizando 
tampão de cloreto de amônio. Células foram ajustadas para 1x106/ml e incubadas 
com 1μl de cada anticorpo específico (BD Pharmigen, EUA) por uma hora no 
escuro, a 4ºC e volume final de 100μl. Para diferenciação das subpopulações de 
linfócitos T foi utilizada marcação tripla com os anticorpos monoclonais 
conjugados aos fluorocromos CD3 FITC, CD4 PerCP e CD8 PE. Para marcação 
das células expressando a molécula MHC II foi utilizado o anticorpo I-Ab 
conjugado ao fluorocromo PE. Em seguida, as células foram lavadas e fixadas em 
paraformaldeído a 1% para posterior leitura no citômetro FACS Canto (BD 
Biosciences, EUA) utilizando o software CellSorter. Foram considerados pelo 
menos 10.000 eventos. 
 
4.2.5.3 Análise do infiltrado de linfócitos T CD4+ por imunohistoquímica 
no enxerto de pele 
Parte dos aloenxertos de pele e baço foram fixados em 
paraformaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio (0,1 M, pH 7,4) por 24 horas a 
4°C. Em seguida, foram lavados, desidratados e incluídos em parafina. As seções 
(4µm) desparafinizadas foram incubadas em tampão citrato, pH 6,0, a 96ºC por 
20 minutos e lavados em tampão fosfato de sódio (PBS, pH 7,4, Sigma-Aldrich, 
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EUA). Os anticorpos primários monoclonais camundongo anti-CD4 foram diluídos 
(1:50) em 1% albumina bovina sérica (BSA, Sigma Aldrich, EUA) e incubados 
overnight a 4ºC. Como controles negativos, algumas seções foram incubadas com 
BSA 1%, sem os anticorpos primários. Para o controle positivo, foram utilizadas 
secções do baço. Os fragmentos foram então lavados com PBS, incubadas com 
peróxido de hidrogênio a 0,3% em PBS (15 minutos), lavados em PBS, incubados 
com o anticorpo secundário universal kit LSABTM/HRP (Dako, EUA), de acordo 
com o protocolo do fabricante, lavados em PBS e revelados em kit substrato do 
DAB (Abcam Inc., EUA). Os cortes foram lavados em água destilada, 
contracorados com hematoxilina e montados. A quantificação das células T CD4+ 
e CD8+ na pele foi realizada utilizando a lente objetiva de 40x e as células cotadas 
em 10 campos arbitrários no microscópio Olympus (BX51).  
 
4.2.5.4 Análise hispatológica do enxerto de pele 
Parte dos enxertos de pele foram fixados em paraformaldeído a 4% 
e glutaraldeído a 0,5%, tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,4 por 24 horas, a 4ºC. 
Em  seguida, foram desidratados em uma série crescente de etanol e incluídos 
em Historesina (Historesin, Leica, Alemanha). Em seguida, cortes de 2µm foram 
obtidos pelo micrótomo (RM 2265, Leica, Alemanha) e corados com Azul de 
Toluidina (Laborclin, Brasil). 
 
4.2.5.5 Análise de microarray no aloenxerto de pele 
Parte dos enxertos de pele foi coletada em condições assépticas, 
imediatamente imersa em nitrogênio líquido e, em seguida, armazenada em 
freezer -80ºC. A técnica de microarray é caracterizada como uma análise em 
larga escala, particularmente eficaz em permitir uma visão global, aplicada com a 
finalidade de encontrar padrões de expressão gênica em amostras biológicas. Por 
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meio da determinação da expressão de milhares de genes simultaneamente, esta 
técnica permite que o comportamento molecular de diversos tipos de linhagens 
celulares e tecidos sejam comparados quando expostos a uma determinada 
condição patológica ou experimental (Guindalini, 2007). 
Os microarrays ou chips de DNA são lâminas de vidro nas quais 
segmentos de fita-única (denominados "sondas") são fixados e imobilizados de 
forma ordenada e em áreas específicas (chamadas de "célula de sonda"). Na 
lâmina, cada célula de sonda contém milhões de cópias de um determinado 
transcrito, ou um segmento gênico em particular, que pode posteriormente ser 
identificado. Atualmente, em um chip tradicional pode-se encontrar 
representações de praticamente todos os genes do genoma de uma série de 
organismos como de humanos, ratos, camundongos e Drosophila melanogaster.  
A tecnologia de microarray pode ser utilizada para a determinação 
de perfis de expressão gênica. O princípio da técnica baseia-se principalmente na 
propriedade de hibridização por complementaridade dos ácidos nucléicos e no 
fato das sondas no array apresentarem sequências similares às dos genes de 
interesse, e complementares às do RNAm ou às do DNAc (DNA complementar), 
dependendo da tecnologia utilizada (Cheung et al., 1999; Dalma-Weiszhausz et 
al., 2006). Um típico experimento consiste na comparação de níveis de expressão 
gênica entre duas condições de teste, como caso-controle, pré e pós-tratamento, 
com ou sem determinada manipulação experimental (Guindalini, 2007).  
A extração do RNA do aloenxerto de pele foi realizada através da 
utilização do produto comercial TRIZOL (TRIzol® Reagents - Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as orientações do fabricante, 
seguida de purificação em coluna (utilizando o kit RNeasy, Qiagen, Valência, CA, 
EUA) e do tratamento com DNAse I Amplification Grade para eliminação de 
possível contaminação com DNA genômico (Invitrogen Life Technologies, 
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Carlsbad, CA, EUA). O RNA total (1μg to 15μg) obtido a partir do aloenxerto de 
pele foi primeiramente convertido em DNAc dupla-fita, através de uma reação de 
transcriptase reversa. O produto final da reação de síntese de DNAc foi purificado 
com a utilização do sistema GeneChip® Sample Cleanup Module, seguindo 
rigorosamente as instruções do fabricante. Em seguida, o DNAc purificado serviu 
de molde para uma reação de transcrição in vitro, na presença de nucleotídeos 
marcados com biotina, resultando em RNAc (RNA complementar) biotinilado. 
Todas as etapas foram realizadas usando o kit GeneChip® One-Cycle Target 
Labeling and Control Reagents (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, EUA). O RNAc 
biotinilado foi então purificado, e posteriormente teve sua integridade e 
quantidade checada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%. O RNAc 
marcado com biotina foi então fragmentado através da adição de  tampão de 
fragmentação 5x (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, EUA).  Este tampão é 
otimizado para fragmentar moléculas de RNAc completas em fragmentos de 35 a 
200 bases por hidrólise induzida por metal.  
Quantidade semelhante de RNAc fragmentado obtido de cada um 
dos camundongos foi adicionada a uma solução de hibridização preparada 
utilizando os reagentes do kit GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit 
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, EUA). Esta solução foi hibridizada a 12 chips 
independentes (GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 arrays), sendo três 
camundongos em cada um dos seguintes grupos: TX, TXPSP, PSPTX e SR. Os 
chips foram acondicionados em forno de hibridação a 45°C e hibridizados por 16 
horas com rotação de 60 rpm. 
Após o tempo de hibridização, o chip foi colocado na estação de 
lavagem e coloração na estação fluídica (GeneChip® Fluidics Station 400), onde 
o excesso de oligonucleotídeos não-hibrizados foi retirado da lâmina. O RNAc 
marcado com biotina, efetivamente ligado às sondas do chip foi então corado com 
uma solução contendo um conjugado de estreptavidina fluorescente. 
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Após o procedimento de hibridização, a lâmina foi analisada através 
do GeneChip® Scanner 3000 7G, conectado ao GeneChip® Operating Software, 
o qual analisa os dados e quantifica a intensidade da fluorescência em cada 
ponto. O sinal gerado representa a ligação do RNAc originado da amostra com a 
sonda no array, e tende a ser proporcional à abundância do RNAc presente, até 
certa concentração de transcritos. A quantificação do sinal permitiu que a 
expressão de milhares de genes fosse comparada entre as diferentes condições 
experimentais. 
A captura das imagens e análises iniciais das hibridações foram 
feitas com o software MicroArray Suite 5.0 – MAS (Affymetrix) e os arquivos 
gerados foram salvos em formato (.cel). Os dados de expressão gênica foram 
extraídos e analisados através do software Partek Genomic Suite (Partek, Inc. St 
Charles, MO, EUA, www.partek.com) e normalizados com o método Robust Multi-
Array Average (RMA). Os genes diferencialmente expressos foram selecionados 
através do teste de ANOVA, valor de cut-off de p < 0,01 para a comparação por 
pares e valor absoluto de expressão maior ou menor que 1,2 vezes.  
 
4.2.5.6 Agrupamento dos genes diferencialmente expressos em vias 
biológicas  
As vias biológicas pertinentes aos genes diferencialmente expressos 
comparando-se os tecidos dos animais dos grupos PSPTX, TXPSP e RSTX em 
relação ao grupo TX foram analisadas pelo software Ingenuity Pathways Analysis 
(IPA, Ingenuity System, Redwood City, CA, EUA, www.ingenuity.com). O Teste 
Exato de Fisher foi utilizado para estimar o valor de p relacionado à probabilidade 
de determinada função biológica ter sido identificada ao acaso. 
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4.2.5.7 Análises de “Polymerase Chain Reaction” (PCR) em tempo 
real 
A expressão gênica foi avaliada utilizando SYBR® Green (SA 
Biosciences, EUA). A quantificação foi obtida por meio do cálculo ΔCt, baseado 
nos valores Ct de cada um dos genes selecionados e controle endógeno por β-
actina. Os dados foram analisados utilizando 2-ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001), 
comparando os valores entre os grupos experimentais.  
 
4.2.5.8 Análises da concentração de IL-2 plasmática 
Uma alíquota de sangue foi coletada em tubos contendo solução 
anticoagulante (EDTA). As amostras foram centrifugadas imediatamente a 4°C e 
3.000 rpm durante 15 minutos. Ao final do processo, o plasma foi mantido a 
−80°C até a realização do ensaio. A concentração plasmática da citocina IL-2 foi 
avaliada por meio da tecnologia Luminex™ xMAP descrita anteriormente. Para 
camundongos, a curva padrão foi estabelecida entre 3,2 a 10.000 pg/mL, com 
acurácia de 100 ± 25%, precisão intra-ensaio de 3,0 a 22,6% e inter-ensaios de 
4,2 a 21,2%. 
 
4.2.5.9 Análises da concentração de corticosterona plasmática 
A concentração de corticosterona plasmática foi mensurada por 
meio da técnica de radioimunoensaio (MP Biomedicals, EUA). A sensibilidade do 
kit foi de 0,25 ng/mL. 
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4.2.6 Análise Estatística 
Os resultados foram apresentados na forma de média  desvio-
padrão e o nível de significância considerado foi p0,05. Variáveis com 
distribuição não paramétrica foram normalizadas por meio do Escore-Z. 
Comparações entre as avaliações pontuais dos parâmetros de sono durante o 
processo de rejeição e as medidas basais foram realizadas por meio da ANOVA 
para medidas repetidas acompanhadas pelo teste de Duncan. A análise de 
Kaplan-Meier foi utilizada para a comparação dos tempos de sobrevida nos 
diferentes grupos, utilizando o software STATISTICA 6.0. 
Análises dos diferentes tipos celulares (sangue, órgãos linfóides e 
enxerto de pele), IL-2 e corticosterona, foram realizadas por meio do General Linear 
Model (GLM), considerando o fator grupo como principal e o teste de Duncan para 
comparações múltiplas entre os grupos, utilizando o software PASW 18. 
 
5. RESULTADOS 
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ABSTRACT  
Aim: Considering the bidirectional communication between the nervous and 
immune system, we elected the skin allograft as an immune challenge to assess 
whether the immune response that characterizes the rejection process could 
modulate the sleep pattern of transplanted mice. We also investigated whether, 
conversely, sleep loss would affect the allograft survival and immune parameters 
involved in the allograft rejection process. Methods and Results: Adult male 
BALB/c mice were used as donors, and C57BL/6J mice were used as recipients. 
Receptors underwent surgery to implant the electrodes that allowed recording of 
the sleep-wake cycle during the allograft rejection process. A baseline recording 
was collected, followed by skin transplantation and 11 days of recording 
continuously. Another set of receptors underwent paradoxical sleep deprivation 
(SD) for 72 hours or sleep restriction (SR) for 15 days. Blood, lymph nodes, 
spleens and skin grafts were harvested on the 5th day after transplantation for cell 
counting, flow cytometry, global gene expression, IL-2 and corticosterone analysis. 
We observed a reduction in the paradoxical sleep throughout the entire allograft 
rejection process. Both SD and SR prolonged the allograft survival in relation to 
the non-sleep-deprived group due to reductions in CD4+ and CD8+ T cells 
subpopulations, graft-infiltrating CD4+ T cells, graft global gene expression, MHC 
class II expression and IL-2 levels. No significant differences were observed 
regarding the corticosterone levels. Conclusions: These evidences reinforce the 
existing hypothesis of the sleep importance for the immune system integrity and, 
also, that the immune response can alter the normal sleep pattern. Both SD and 
SR induced significant effects on immune parameters regarding the cellular 
immune response, cytokine release and local inflammatory response. 
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1 INTRODUCTION 
Several studies have demonstrated that biologically active molecules 
secreted by the nervous system interact with specific receptors of immune cells 
(Felten et al., 1987; Smith and Blalock, 1981; Weigent and Blalock, 1995). Such 
molecules may alter diverse cellular functions, including the synthesis of cytokines, 
cellular proliferation and migration (Wrona, 2006). Reciprocally, the nervous 
system perceives and responds to signals from immune activation in response to 
immunogenic stimuli (Besedovsky and Sorkin, 1977).  
The skin allograft is a highly immunogenic transplant model (Guymer 
and Mandel, 1994). This strong immunogenicity is correlated to the high number of 
resident dendritic cells in the skin epidermis (Langerhans cells) that are involved in 
the transportation of protein antigen to the draining lymph nodes and spleen, 
acting as antigen presenting cells (APC) (Larregina et al., 2001).  
T cells are central in the rejection of grafts since the classical form of 
acute cellular rejection depends on the differentiation of Th1-type CD4+ T cells and 
cytolytic CD8+ T cells. Dendritic cells present the alloantigen to both CD4+ and 
CD8+ alloreactive T cells that, in turn, recognize the antigen via the T cell receptor. 
With this recognition, various T cells and T cell-derived cytokines such as 
interleukin-2 (IL-2) and interferon-γ (IFN-γ) are up regulated (Nickerson et al., 
1994; Sykes, 1996). IL-2 enhances the process of antigen presentation by 
increasing the clonal expansion of T lymphocytes. It is considered an essential 
component of adaptive immune response to transplanted issue as the blockade of 
either the cytokine or the IL-2 receptor prolongs allograft survival in rats and mice 
(Kirkman et al., 1985; Kupiec-Weglinski et al., 1987). 
Sleep is an important function for the brain, and normal sleep is 
required for the nervous system to control responses to external stimuli. However, 
the understanding of the full impact on health and medical conditions resulting 
from sleep loss remains largely unknown. In this sense, sleep deprivation (SD) has 
been considered an important tool to clarify the importance of sleep to systemic 
control, given the large number of physiological changes associated with the sleep 
loss, especially with regard to immunity (Lange et al., 2011; Palma et al., 2006; 
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Ruiz et al., No prelo; Ruiz et al., 2007; Toth, 1995; Zager et al., 2009; Zager et al., 
2007).  
Sleep impacts immune parameters directly involved in the rejection 
process, such as APC (Dimitrov et al., 2007; Zager et al., No Prelo) and circulating 
T cells in animals (Ruiz et al., 2007) and humans (Born et al., 1997). We used the 
skin allograft as an immune challenge to exam whether the immune response that 
characterizes the rejection process could modulate the sleep pattern of mice 
submitted to this highly immunogenic transplant model. We also investigated 
whether, conversely, sleep loss would affect the allograft survival and immune 
parameters involved in the allograft rejection process. 
 
2 MATERIAL AND METHODS 
2.1 Mice 
Adult (10 to 12 weeks of age) male BALB/c (H-2d) was used as donor 
and C57BL/6J (H-2b) as recipient to the skin allografting (TX). The syngeneic 
group (ISOTX) received skin from mice of the same strain. All mice were bred and 
raised in the animal facility of CEDEME. The experiments were conducted in 
accordance with the guidelines established by the Ethical and Practical Principles 
of the Use of Laboratory Animals (Andersen et al., 2004a), and the experimental 
procedure was approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal de 
São Paulo (CEP# 1296/06). The skin graft recipients were housed individually and 
maintained in ventilated acrylic cages (Tecniplast, Italy) at 22°C with 12:12-h light-
dark cycles (lights on at 7 a.m.) and allowed free access to food and water.  
 
2.2 Skin grafting  
Donor and recipient mice were anesthetized with intraperitoneal 
injection of xylazine and ketamine (both 10 mg/kg). Skin tail was removed from 
donors, placed in cold saline and transplanted (~1 cm2) with 6-0 sutures on the 
dorsal thorax of recipients mice. All mice received paracetamol (10 mg/kg, i.p.) 
after surgery. The skin graft recipients were housed and maintained individually 
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and the graft survival was then followed by daily visual inspection. Rejection was 
defined as 90% loss of viability epidermal graft tissue (confirmed histologically).  
 
2.3 Paradoxical sleep deprivation protocols  
The experimental groups underwent individually no sleep treatments 
and regular maintenance in their home cages (TX and ISOTX groups), 
consecutive 72 hours of paradoxical SD before (PSDTX) or after (TXPSD) the 
transplantation or 15 days of sleep restriction (SR) before (SRTX) or after (TXSR) 
the transplantation (Figure 1). The modified multiple platform method was used for 
treatment and consisted of placing one mouse inside each ventilated cage 
(38x22x19 cm) containing three circular platforms (3.5 cm in diameters) with water 
up to one cm of the upper surface, thus allowing mice to move around by leaping 
from one platform to another. At the onset of each paradoxical sleep episode, the 
animal experiences a loss of muscle tonus and falls into the water, thus 
awakening. The SR protocol consisted of a three-hour sleep period (beginning at 
10 a.m.) after each 21-hour interval of SD (Araujo et al., 2011). The control group 
was maintained in the same ventilated rack system. Previous experiments in our 
laboratory have shown that this methodology in mice leads to a total suppression 
of paradoxical sleep and a mild reduction (-30%) in slow wave sleep (SWS) (Silva 
et al., 2004; Zager et al., 2009). Food and water were available ad libitum, and the 
water in the cage was changed daily throughout the SD period.  
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Figure 1: Experimental design of experimental protocol. Skin-allografted C57BL/6J mice 
received skin tail from BALB/c mice (TX). Syngeneic mice received skin from mice of the same 
strain (ISOTX). [A] No sleep treatments and regular maintenance in their home cages (TX and 
ISOTX groups). [B] The recipient mice underwent consecutive 72-hour paradoxical sleep 
deprivation before (SDTX) or after (TXSD) the transplantation. [C] The recipient mice underwent 
15-day sleep restriction before (SRTX) or after (TXSR) the transplantation. PSD=paradoxical 
sleep deprivation; SR=sleep restriction; D=day.  
 
2.4 Stereotaxic surgery for wake-sleep cycle recording 
Skin graft recipients (TX and ISOTX) underwent the implantation of 
electrodes for eletrocorticogram and electromyogram monitoring, thus permitting 
the assessment of the wake-sleep cycle. Mice were anesthetized as described 
above. Two electrodes, each with two stainless-steel screws (0.9 mm), were 
placed in the skull through small holes bored into the right lateral fronto-parietal 
and the left medial frontoparietal areas to monitor bipolar eletrocorticogram. One 
additional pair of nickel-chrome electrodes was implanted in the neck muscles to 
record electromyogram activity. After 10 days of recovery, the sockets were 
connected via flexible recording cables and a commutator to a polygraph and 
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computer. The mice habituated to the cables and apparatus for three days, after 
which wake-sleep cycles were recorded. 
 
2.5 Wake-sleep pattern evaluation 
Prior to the transplantation, the animals were submitted to 
electrophysiological recording for 48 hours, which produced an average of the two 
light periods (when rodents concentrate their sleep the most). Subsequently, the 
mice underwent transplantation, and after recovery for 24 hours, 
electrophysiological recording maintained continuously for 11 after transplantation. 
The somnologica software EMBLA (Reykjavik, Iceland) was used for 
electrophysiological recording. Sleep characterization was performed by 
assessment on days 2, 3, 5, 7, 9 and 11 during the light periods. The sleep pattern 
was visually and manually scored by a single blinded researcher, thus ensuring 
consistency of the data. Recordings of epochs were displayed at 10 seconds 
intervals on a high-resolution PC monitor and visually classified as awake, SWS or 
paradoxical sleep. The following sleep parameters were measured: sleep 
efficiency (percentage of total sleep time during the recording), total SWS time 
(percentage of all periods of deep sleep throughout the recording period), total 
paradoxical sleep time (percentage of this stage throughout the recording period), 
and the number of paradoxical sleep episodes during the recording period. The 
SWS was classified by an eletrocorticogram voltage of 20-30 µV (usually 200-400 
µV, peak-to-peak) and low frequency activity (delta waves, 1-4 Hz). Paradoxical 
sleep presented with an eletrocorticogram voltage below 20 µV with high and 
regular theta activity (6-10 Hz), especially in the fronto-parietal medial 
eletrocorticogram derivation, and muscle atonia in the electromyogram recording.  
 
2.6 Rejection process evaluation after SD and SR 
A different set of skin graft recipient mice underwent SD and SR 
protocols was decapitated (8-9 a.m.) for harvesting of blood, axillary lymph nodes, 
spleens and skin grafts on the 5th day after transplantation. This day is considered 
the most representative time-point with regards to T lymphocyte activation in the 
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peripheral lymphoid organs during the rejection process (Gilot et al., 2000). 
Samples were used for cell counting, global gene expression, flow cytometry, IL-2, 
and corticosterone analyses.  
 
2.6.1 Lymphocyte distribution in the blood  
Blood samples were collected in EDTA tubes. Differential leukocyte 
counts in the blood were determined by an automatic blood cell counter (Advia 
120 Hematology System, USA) on the same day.  
 
2.6.2 Lymphocyte populations and T cell subsets in immune organs 
Spleen and axillary lymph nodes were surgically removed, and 
single-cell suspensions were prepared by passing samples through 40 μm sterile 
Nylon mesh. Erythrocytes were lysed in an ammonium chloride buffer. Cells were 
adjusted to 1x106/ml and labeled with 1μl of each antibody (BD Pharmigen, USA) 
for one hour in the dark at 4°C in a final volume of 100 μl. The single-cell 
suspensions were incubated with rat anti-mouse CD3 FITC-conjugated, CD4 
PerCP-conjugated, CD8 PE-conjugated, and I-Ab PE-conjugated antibodies (MHC 
class II) for surface marker staining. The cells were then fixed with 1% 
paraformaldehyde, and surface marker expression analysis was performed with a 
flow cytometer FACS Canto (BD Biosciences) using CellSorter software 
(Supplementary Figure 1 and 2). At least 10,000 events were considered.  
 
2.6.3 Skin grafts CD4+ T cells immunohistochemical analysis 
Skin and spleen fragments were fixed in 4% paraformaldehyde, 0.1M 
sodium phosphate buffer (pH 7.4) for 24 hours at 4°C. Then, they were washed, 
dehydrated and embedded in paraffin. Deparaffinized sections (4 µm) were 
incubated in citrate buffer, pH 6.0, at 96ºC for 20 minutes and washed in 
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4, Sigma-Aldrich, USA). The primary 
antibody mouse monoclonal anti-CD4 (Abcam Inc., USA) were diluted (1:50) in 1% 
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bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich, USA) and applied overnight at 4ºC. 
As negative controls, some sections were incubated with 1% BSA without any 
primary antibody. For positive control, spleen sections were used. Fragments were 
then washed with PBS, incubated with 0.3% hydrogen peroxide in PBS (15 
minutes), washed in PBS, incubated with the universal LSABTM  kit/HRP secondary 
antibody (Dako, USA) according to the manufacturer’s protocol, washed in PBS, 
and developed with DAB substrate kit (Abcam Inc., USA). The sections were 
washed thoroughly in distilled water, counterstained with hematoxylin and 
mounted on glass slides. Quantification of CD4+ T cells in the skin was performed 
with a high-power objective (x100) counting cells in 10 fields on Olympus (BX51) 
two light microscope. 
 
2.6.4 Histopathological analysis of skin grafts 
Skin graft of experimental mice were harvested and fixed in 4% 
buffered paraformaldehyde and glutaraldehyde (0.5%), dehydrated in ethanol, and 
then embedded in Historesin (Leica, German). Horizontal sections of 2µm were 
obtained using a Microtome (RM 2265 Leica, German) and stained with Toluidine 
Blue for light microscopy analysis.  
 
2.6.5 Microarray analysis  
The skin grafts were harvested, immediately frozen on dry ice and 
stored at -80˚ C. Total RNA was extracted from the cellular infiltrates using Trizol 
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) according to the manufacturer’s instructions, 
followed by Qiagen RNeasy (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) cleanup and DNAse I 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) treatment to remove any residual genomic DNA. 
The total RNA concentration was measured by a NanoDrop® spectrophotometer. 
An equal mass of RNA from each animal was used to hybridize 12 independent 
sets of GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 arrays (n=three for TX, TXPSD, 
PSDTX and SRTX groups). Microarray labeling, hybridization and expression 
analyses were performed according to the Affymetrix GeneChip Expression 
Analysis Technical Manual (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), following the 
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best practice and high-standard criteria required. Quality control criteria of the 
cRNA labeling and hybridization were assessed for all scanned arrays using 
Microarray Suite 5.0 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Protocols were 
conducted at the Molecular Core-Microarray Facility, Sao Paulo, Brazil. Analysis of 
the microarray data was performed using the Partek Genomics Suite 
(www.partek.com). Differently expressed genes were selected based on an 
absolute fold change of 1.2 and p-value<0.01. These criteria are consistent with 
the study of Guo and colleagues (2006), in which the combination of fold change 
and non-stringent statistically significant tests was more reproducible across 
platforms than those generated through other analytical procedures.  
 
2.6.6 Biological Pathways  
To perform functional pathway, gene ontology and network analyses, 
the software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 6.3 (Ingenuity Systems, Mountain 
View, CA, USA) was used together with the generated list of differentially 
expressed genes in relation to the control group.  
 
2.6.7 Real time PCR analysis  
The gene expression was assessed by SYBR® Green (SA 
Biosciences, USA). The quantification was obtained using ΔCt calculation, based 
on the Ct values of each of the evaluated genes and endogenous control β-actin. 
The data was analyzed using 2-ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001), comparing the 
values between the experimental groups.  
 
2.6.8 Circulating cytokine level 
Blood was collected into EDTA tubes and centrifuged at 4ºC, and 
plasma samples were stored at -80ºC until further analysis. Plasma concentrations 
of IL-2 were measured using Luminex™ xMAP technology. Briefly, microbeads 
with defined spectral properties were conjugated to protein-specific antibodies and 
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added to samples in the wells of a filter-bottom microplate (samples included 
protein standards in known concentrations, control samples, and test samples). 
This mixture was incubated for two hours to allow antibody and protein binding. 
After washing the beads, protein-specific biotinylated detector antibodies were 
added and incubated with the beads for one hour. After removal of excess 
biotinylated antibodies, streptavidin conjugated to the fluorescent protein R-
phycoerythrin was added, and samples were incubated for 30 minutes. After 
removal of unbound R-phycoerythrin streptavidin, the beads were analyzed with 
Luminex® 100 (Luminex, USA). By monitoring the spectral properties of the beads 
and the amount of associated R-phycoerythrin streptavidin fluorescence, the 
concentration of one or more proteins could be determined. Cytokine levels were 
measured by the MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine Panel 
MPXMCYTO-70K-08. The standard curve range was 3.2-10,000 pg/mL, with an 
average accuracy of 100%, an intra-assay precision of 3.0-22.6% and an inter-
assay precision of 4.2-21.2%. 
 
2.6.9 Corticosterone analysis 
Plasma corticosterone concentrations were assayed by a double 
antibody radioimmunoassay method specific for rat and mice using a commercial 
kit (MPBiomedicals, USA). The sensitivity of the assay was 0.25ng/ml. 
 
2.7 Statistical analysis  
Values are represented as the meanstandard deviation. Non-
parametric distribution dependent variables were transformed into Z scores to 
normalize the data. Kaplan-Meier analysis was used for skin allograft survival 
(using software STATISTICA 6.0). For cell counts (blood, immune organs and 
graft-infiltrating), cytokine and corticosterone concentrations, a general linear 
model (GLM) was conducted using the group as the main factor. The Duncan test 
was completed for multiple comparisons (using software PASW 18). Comparisons 
between sleep parameter assessments at various time points during the rejection 
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process, as well as basal values, were carried out by means of variance analysis 
for repeated measures (ANOVA) followed by the Duncan test (using software 
STATISTICA 6.0). The level of significance was established as p0.05. 
 
3 RESULTS  
3.1 Skin allograft rejection process reduced paradoxical sleep 
In an initial set of experiments, we sought to investigate whether the 
rejection process could modulate the sleep pattern of skin allograft recipients. We 
have previously demonstrated that the graft survival in this transplant model was 
8.0±0.4 days (Silva et al., 2006a). For this reason, the electrophysiological 
recording was maintained continuously for 11 days after transplantation to include 
the entire rejection process period.  
We did not observe any significant alteration in syngeneic (ISOTX) 
sleep pattern during the total recorded period (data not shown). On the other hand, 
there was a significant increase in sleep efficiency at 11 days after transplantation 
(p<0.01) in the allogeneic (TX) group regarding to the baseline period and in 
relation to all other time-points (p<0.01). Regarding SWS, we did not observe any 
statistical difference. In contrast, the ANOVA test for repeated measures showed a 
significant reduction in the total paradoxical sleep time from day two until day nine 
after transplantation in relation to baseline values, and on day five after 
transplantation, that reduction was 37.6% [F(5,25) = 7.74; p=0.01], as shown in 
Figure 2A. In addition to the reduction observed in the total time, the number of 
paradoxical sleep episodes was also decreased significantly throughout the same 
period in relation to baseline values [F(5,25)=8.99; p=0.01], as observed in Figure 
2B. Thus, there was a decrease of the paradoxical sleep time during the entire 
rejection process. This was corroborated by the maximal paradoxical sleep time 
reduction on the 5th day after transplantation, which corresponds to the peak of the 
immune response in this experimental model. 
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Figure 2 – Skin allograft rejection process reduced paradoxical sleep. [A] Sleep 
parameters and [B] Paradoxical sleep periods for baseline period (B: mean of two days 
recording) and subsequent days (D) 2, 3, 5, 7, 9 and 11 after transplantation, during the light 
session recording (12 h: 7 a.m. to 7 p.m.). Data are represented as percentage (mean±SD) of 
n=6 mice. Repeated measures ANOVA was used, followed by the Duncan test. *Significant 
differences between baseline and days after transplantation (p<0.05).  
 
3.2 Sleep loss prolongs skin allograft survival  
The skin allografting is one of the most stringent transplantation 
models and it is considered a standard method to study the rejection process. 
These two mice strains have incompatible Major Histocompatibility Complexes 
(MHC), which makes the rejection process faster and more vigorous, enabling the 
skin rejection to be easily visualized. 
Considering the altered sleep pattern during the rejection process, 
we also evaluated whether SD and SR would change the survival time of skin 
allograft recipients. We did not observe any evidence of rejection in the ISOTX 
group (data not shown). According to our results, SR, both prior (14.0±1.9 vs. 
9.0±1.8, p<0.01) or after allografting (16.0±3.3 vs. 9.0±1.8, p<0.01), induced a 
significant prolongation in allograft survival regarding to the non-sleep deprived 
group. On the other hand, SD prolonged the allograft survival only after the 
transplantation (17.0±4.2 vs. 9.0±1.8, p<0.01). There was no significant difference 
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between SR performed before and after allografting (14.0±1.9 vs. 16.0±3.3, 
p>0.05), as shown in Figure 3A. The TXRS was not conducted because we would 
not have enough time to complete the entire SR protocol until the 5th day after 
transplantation.   
To confirm the allograft survival, skin grafts were harvested on the 
day of rejection and histopathological analyses of samples were performed in the 
following groups: isografting (ISOTX) and allografting non-sleep-deprived-groups 
(TX), TXPSD, PSDTX and SRTX. We observed evidence of rejection, such as 
perivascular leukocyte infiltrate, fibroblast proliferation, necrosis and consequent 
loss of the typical skin conformation in all of the transplanted mice in relation to the 
ISOTX mice (Figure 3B-F). 
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Figure 3: Sleep loss prolongs skin allograft survival. [A] Allografting non-sleep deprived (TX), 
sleep-deprived after (TXPSD) and before (PSDTX) the transplantation and sleep restricted before 
the transplantation (SRTX). Allograft survival is represented in days. Data are represented as 
mean±SD of n=9-10/group. Kaplan-Meier analysis was used for allograft survival group 
comparisons. *Significant differences in relation to the TX group (p<0.01). [B-F] Histopathological 
analysis at skin allograft rejection day: [B] Typical skin conformation. [C-F] Photomicrographs 
showing the rejected allograft in the experimental groups. Tissue slices 2 µm thick stained with 
Toluidine Blue. Bars: 20 µm.  
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3.3 Sleep deprivation influences skin allograft global gene expression  
To clarify the differences in allograft survival between the studied 
groups, microarray analysis was applied to evaluate the global molecular changes 
following sleep loss in skin allografts on the 5th day after transplantation. This 
analysis allows for the assessment of gene expression under different conditions 
and was used in this study as a tool to investigate the alterations induced by sleep 
loss in the graft local immune response during the rejection process. The gene 
expression fingerprint is represented on the Supplementary Figure 3. 
Of the 39,000 transcripts surveyed, high stringency data analysis 
identified a total of 330 unique transcripts differentially expressed in the PSDTX 
group, 759 transcripts in the TXPSD group and 1870 in the SR group in relation to 
the TX group. We selected the 10 most down-regulated and up-regulated genes of 
the TXPSP and SRTX groups related to immune response for illustration (Table 1). 
The gene ontology and functional network analyses of the 
differentially expressed transcripts were performed using the Ingenuity knowledge 
base. The enriched functional categories included the following: cell cycle, cell 
death, cellular growth and proliferation, cell-to-cell signaling and interaction and 
response to stimuli. Biological pathways pertinent to the differentially expressed 
genes were explored and revealed prominent involvement of immune response 
pathways, such as immunological disease, cell-mediated immune response and 
antigen presentation. The analysis revealed that these immune response 
pathways were differentially regulated among the different groups and that the 
number of altered molecules in the different pathways was highest in the SR 
group, followed by the TXPSD group and the PSDTX group (no increased allograft 
survival), which had the smallest number of altered molecules in the lowest 
number of pathways (Supplementary Table 1).   
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Table 1: List of the 10 most down and up regulated genes of the sleep-deprived (TXPSD) 
and sleep-restricted (SRTX) groups relative to the non-sleep-deprived levels (TX group) 
related to the immune response. 
TXPSD: Genes transcripts altered (Top 10)  Gene symbol Function  Fold Change  
Down-regulated    
runt related transcription factor 1  
TNF receptor-associated factor 1  
chemokine (C-C motif) receptor 1  
chemokine (C-C motif) ligand 4  
Runx1 
Traf1 
Ccr1 
Ccl4 
cellular activation and proliferation  
TNF receptor  
leukocytes migration  
proinflammatory cytokine receptor  
-2.59 
-2.45 
-2.26 
-2.22 
IL-1 receptor, type II  Il1r2 IL-1 Receptor  -2.07 
CD14 antigen  Cd14 T cell activation  -2.04 
immediate early response 3  Ier3 T cell activation and differentiation  -2.03 
chemokine (C-X-C motif) receptor 4  Cxcr4 T cell activation and differentiation  -1.99 
colony stimulating factor 3 (granulocyte)  Csf3 interleukins receptor  -1.89 
prostaglandin F receptor Ptgfr vasodilatation, cell migration   -1.76 
Up-regulated    
leukocyte-associated Ig-like receptor 1 Lair1 cellular activity 2.26 
interferon inducible GTPase 2 
histocompatibility 2, class II antigen A, alpha 
histocompatibility 2, class II, locus DMa 
histocompatibility 2, class II, locus Mb1 
histocompatibility 2, D region locus 1  
Irgm2 
H2-Aa 
H2-Dma 
H2-DMb1 
H2-D1 
intracellular defense 
antigen presentation 
antigen presentation 
antigen presentation 
antigen presentation 
1.96 
1.91 
1.91 
1.71 
1.35 
histocompatibility 2, K1, K region 
autophagy-related 5 (yeast) 
heat shock protein 9 
heat shock protein 9 
H2-K1 
Atg5 
Hspb9 
Hspb9 
antigen presentation 
autophagy 
stimulus response 
stimulus response 
1.35 
1.32 
1.32 
1.31 
RSTX: Genes transcripts altered (Top 10)  Function Fold Change 
Down-regulated    
IL-11 receptor, alpha chain 1 Il11ra1 positive regulation of cell proliferation  -2.39 
nuclear factor of activated T-cells, calcineurin-dependent 4  
IL-1 receptor-associated kinase 1  
latent transforming growth factor beta binding protein 2  
prostaglandin F receptor  
R-spondin 3 homolog (Xenopus laevis)  
autophagy related 16 like 2 (S. cerevisiae)  
histocompatibility 47  
bifunctional apoptosis regulator  
Nfatc4 
Irak3 
Ltbp2 
Ptgfr 
Rspo1 
Atg16l2 
Atg16l2 
Bfar 
cellular activation  
IL-1 receptor, cytokine response  
cell proliferation  
vasodilatation, cell migration   
stimulus response 
autophagy 
inflammatory response  
cell death  
-1.76 
-1.74 
-1.71 
-1.68 
-1.66 
-1.47 
-1.41 
-1.39 
B-cell CLL/lymphoma 7C  Bcl7c cell death and prostaglandin activation  -1.35 
Up-regulated    
macrophage activation 2 like 
interferon inducible GTPase 1 
leukocyte-associated Ig-like receptor 1 
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin) 
chloride channel calcium activated 5 
CD24a antigen 
vav 3 oncogene 
phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, beta polypeptide 
interleukin 2 
sirtuin 1  
LOC381744 
Iigp1 
Lair1 
Serpinb 
Clca5 
Cd14 
Vav3 
Pik3cb 
Il-2 
Sirt1 
macrophage activation 
cytokine response 
cellular activity 
cellular adhesion 
matrix extracellular adhesion 
T cell differentiation, migration and adhesion 
T cell activation and differentiation 
B cell differentiation 
T cell proliferation 
cellular differentiation 
4.38 
3.52 
2.49 
2.24 
1.81 
1.75 
1.69 
1.59 
1.52 
1.44 
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3.4 Comparison of real-time PCR with microarray data 
We selected genes identified though the microarray analysis for 
additional confirmation using quantitative RT-PCR. RT-PCR analysis of mRNA 
expression changes was performed on five genes that were down-regulated 
(Nfatc4: nuclear factor of activated T-cells, Ptgfr: prostaglandin F receptor, Irak1: 
innate immune response, Cdc42bpa: adhesion molecule and Sphk1: cell 
proliferation) in the presence of sleep loss. The selected genes confirmed the 
changes in expression patterns as previously identified in the microarrays 
(Supplementary Figure 4). 
 
3.5 Sleep loss impaired the rejection process of skin allograft in mice by 
reducing CD4+/CD8+ T cells, MHC class II expression and IL-2 levels 
Considering the observed prolongation in allograft survival and 
reduced global gene expression in the sleep-deprived groups, we conducted 
assays to clarify the effects of sleep loss on the following essential immune 
response parameters involved in the rejection process.  
 
3.5.1 Skin allograft increased the peripheral blood lymphocytes 
The analysis of circulating lymphocytes also revealed a significant 
effect of experimental group [F(4,67)=2.5; p=0.05; E.S.=0.13; O.P.=0.68]. 
Lymphocytes significantly increased in all the transplanted groups (TX, TXPSD, 
PSDTX and SRTX) relative to the ISOTX group (p<0.05), as observed in the 
Supplementary Figure 5.  
 
3.5.2 Sleep loss reduced the lymphocyte number in axillary lymph nodes 
We next verified the number of lymphocytes in draining lymph nodes. 
The analysis of total lymphocytes indicated significant effects of group 
[F(4,44)=3.98; p=0.01; E.S.=0.26; O.P.=0.87]. There was an increase in the CD3+ 
T cells number in all the transplanted groups (TX, TXPSD, PSDTX and SRTX) 
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relative to the ISOTX group (Figure 4A). T cells subpopulation analysis showed 
significant effects of groups [F(4,41)=3.98; p=0.01; E.S.=0.33; O.P.=0.94]. 
CD3+CD4+ T cells number increased in the TX and SRTX groups in relation to the 
ISOTX group (p<0.05). Furthermore, this CD3+CD4+ T cell subpopulation 
decreased in the TXSD, PSDTX and SRTX groups (p<0.05) relative to the non 
sleep-deprived group. In the TXPSD and PSDTX groups, the CD3+CD4+ T cell 
subpopulation returned to ISOTX group levels upon sleep loss (Figure 4B). The 
CD3+CD8+ T cell subpopulation returned to ISOTX levels only in the TXPSD and 
PSDTX groups, as shown in Figure 4C.  
 
3.5.3 Sleep loss reduced the lymphocyte number in spleen  
We also assessed the number of lymphocytes in spleen. The 
analysis of total lymphocytes indicated significant effects of groups [F(4,85)=24.5; 
p=0.01; E.S.=0.53; O.P.=1.0]. There was a significant increase in the number in 
the TX group relative to ISOTX group. On the other hand, the total CD3+ T cells 
number decreased in the TXPSD, PSDTX, and SRTX groups in relation to the non 
sleep-deprived group, returning to ISOTX levels. Furthermore, the CD3+ T cells 
number decreased above the ISOTX, TXPSD and PSDTX levels in the SRTX 
group (Figure 4D). The same effects were observed regarding CD3+CD4+ T cells 
[F(4,68)=25.6; p=0.01; E.S.=0.60; O.P.=1.0] and CD3+CD8+ T cells subpopulation 
[F(4,73)=13.1; p=0.01; E.S.=0.41; O.P.=1.0], as observed in the Figure 4E and 4F, 
respectively. 
 
3.5.4 Sleep loss reduced the splenocytes MHC class II expression 
In order to access if the antigen presentation process would be 
impaired in the SD groups, we evaluated the splenocytes MHC II expression. The 
analysis of MHC class II proportion indicated significant effects of groups 
[F(4,84)=16.05; p=0.01; E.S.=0.43; O.P.=1.0]. There was a significant increase in 
percentage of MHC class II expression in the TX and PSDTX groups relative to 
the ISOTX group. The TXSD and SR groups showed decreases in MHC class II 
expression in relation to the TX group. In this case, there was also a significant 
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reduction in MHC class II levels in the TXPSD group in relation to the PSDTX 
group (p<0.05), as observed in the Figure 4G.  
 
3.5.5 Sleep loss impaired the CD4+ T cells migration to the skin allograft 
To measure the effect of sleep loss on T cell trafficking we assessed 
the graft-infiltrating CD4+ T cells by immunohistochemistry. As positive control, we 
used a spleen from C57BL/6 naïve mice. The prolongation in allograft survival 
observed in sleep deprived and restricted mice were accompanied by a reduction 
in graft-infiltrating CD4+ T cells. The analysis indicated significant effects of groups 
[F(4,20)=3.7; p=0.02; E.S.=0.43; O.P.=0.79]. There was a significant increase in 
CD4+ T cells number in the TX group relative to the ISOTX group. Indeed, there 
was a decrease in this T cell subtype in all sleep-deprived-groups (TXPSD, 
PSDTX and SRTX) relative to the TX group (p<0.05), as shown in Figure 5.  
 
3.6 Sleep loss reduced the plasmatic IL-2 concentration 
Since the IL-2 is essential for the clonal expansion of effector T cells 
during the rejection process, we evaluated the circulating levels of this cytokine. 
The analysis indicated significant effects of groups [F(4,15)=4.6; p=0.01; 
E.S.=0.55; O.P.=0.85]. There was a significant increase in IL-2 levels in the TX 
group relative to the ISOTX group. On the other hand, there was a significant 
decrease in this cytokine in all sleep-deprived-groups (TXPSD, PSDTX and SRTX) 
relative to the TX group (p<0.05), as shown in the Figure 6A.  
 
3.6.1 There was no difference in the corticosterone concentrations 
Corticosterone is a hormone secreted with a robust circadian rhythm 
whose levels can regulate many aspects of immunity. To determine if a possible 
intrinsic stress of SD method would have an impact on the immune alterations 
observed, we determined the plasmatic levels of this hormone in the experimental 
groups at 5 days after transplantation. No significant differences were observed 
(Figure 6B).  
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Figure 4: Sleep loss reduced the lymphocyte number in axillary lymph nodes and spleen and 
splenocytes MHC class II expression. At 5 days after the transplantation the draining lymph nodes 
and spleen were harvested from isografting (ISOTX; n=5), allografting non-sleep deprived (TX; n=10), 
sleep-deprived after (TXPSD; n=12) and before (PSDTX; n=12) allografting, and sleep restricted 
before the allografting (SRTX; n=10). [A] Lymph node CD3
+
 T cells. [B] Lymph node CD3
+
CD4
+
 T 
cells. [C] Lymph node CD3
+
CD8
+
 T cells. [D] Spleen CD3
+
 T cells. [E] Spleen CD3
+
CD4
+
 T cells. [F] 
Spleen CD3
+
CD8
+
 T cells. [G] splenocytes MHC II proportion. Data are represented as mean±SD. 
*Significant differences in relation to the ISOTX group (p<0.05). 
#
Significant differences in relation to 
the TX group (p<0.05). 
+
Significant differences in relation to the TXPSD and PSDTX groups (p<0.05). 
*Significant differences in relation to ISOTX group (p<0.05). 
#
Significant differences in relation to the 
TX group (p<0.05), using a general linear model (GLM).  
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Figure 5: Sleep loss reduced graft-infiltrating CD4
+
 T cells number. At 5 days after the 
transplantation the skin graft was harvested and CD4
+
 T cells infiltration were detected by CD4 
immunostaining. [A] Negative control steads the primary antibody and [B] positive control with the 
presence of the primary anti-CD4 in the spleen from C57BL/6 naïve mice. [C] CD4
+
 T cells 
infiltrating (arrowheads) in skin isografting. [D-G] CD4
+
 T cells infiltrating (arrowheads) in skin 
allografts.  [H] Quantitative analysis of CD4
+
 T cells in all experimental groups. Data are mean ± 
SD (n=6 mice/group). Hematoxylin counterstain. Bars: 20 µm. *Significant differences in relation to 
the ISOTX group (p<0.05). 
#
Significant differences in relation to the TX group (p<0.05).  
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Figure 6: Sleep loss reduced the plasmatic IL-2 concentration. [A] At 5 days after the 
transplantation the plasma was harvested for IL-2 assays using using Luminex™ xMAP technology 
from isografting (ISOTX; n=4), allografting non-sleep deprived (TX; n=4), sleep-deprived after 
(TXPSD; n=4) and before (PSDTX; n=3) allografting, and sleep restricted before the allografting 
(SRTX; n=5). Data are represented as mean±SD. *Significant differences in relation to the ISOTX 
group (p<0.05). 
#
Significant differences in relation to the TX group (p<0.05), using a general linear 
model (GLM). [B] Plasmatic corticosterone concentration was evaluated using radioimmunoassay 
method in isografting (ISOTX; n=8), allografting non-sleep deprived (TX; n=9), sleep-deprived after 
(TXPSD; n=9) and before (PSDTX; n=10) allografting, and sleep restricted before the allografting 
(SRTX; n=10). Data are represented as mean±SD. 
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4 DISCUSSION 
In this study, we provide relevant evidence for an important function 
of sleep in the development of immune response. We demonstrated in vivo that 
the immune response can alter the normal sleep pattern, as well as, changes in 
sleep pattern can affect the immunity. Our results showed that the sleep loss was 
followed by a prolongation in skin allograft survival, which was regulated by 
reduced CD4+ and CD8+ T cell populations in peripheral lymph organs and spleen. 
We also observed decrease in splenocytes MHC II expression, IL-2 circulating 
levels, as well as reduced graft-infiltrating CD4+ T cells and differences in skin 
allograft global gene expression.   
The present investigation showed that the inflammatory response 
triggered by the rejection process modified the sleep pattern of allograft mice by 
inducing a reduction in paradoxical sleep time. This result is in agreement with 
several studies that have demonstrated, in addition to an increase in the SWS, a 
reduction in paradoxical sleep during immunological challenges (Fang et al., 1996; 
Fang et al., 1995; Toth et al., 1995). Cytokines are involved in the physiology of 
sleep patterns and are key factors in the development of responses induced by 
infecting agents. In general, pro-inflammatory cytokines increase SWS, while anti-
inflammatory cytokines inhibit it (Krueger et al., 2001). Despite the participation of 
pro-inflammatory cytokines in the rejection process, we did not observe any 
increase in SWS in this model of skin allografting. The increase in production of IL-
2 (which plays a crucial role in the clonal expansion of lymphocytes) was not 
capable of inducing an increase in the amount of SWS.  
Studies have also shown that sleep can impact T helper cell traffic 
and function and this state facilitates the adaptive immune response (Dimitrov et 
al., 2004). This response against foreign pathogens involves complex cellular 
components acting both locally and systemically. It was recently demonstrated that 
even minor alterations in the sleep pattern decreased the number and activity of 
lymphocytes and natural killer (NK) cells in humans (Irwin et al., 1996). In rodents, 
24 hours of SD was enough to decrease the number of peripheral lymphocytes 
(Ruiz et al., 2007; Velazquez-Moctezuma et al., 2004). Our results corroborate 
these observations since both SD and SR decreased circulating and secondary 
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lymphoid organs lymphocytes in the transplanted groups. These reductions could 
explain the increased skin allograft survival time. We also observed a decrease in 
both CD4+ and CD8+ T cell populations in draining lymph nodes as well as in the 
spleen. Dimitrov and colleagues (2007) have also demonstrated the importance of 
sleep in the number and function of dendritic cells. According to this study, sleep 
was associated with an increase in the number of myeloid dendritic cells 
precursors. Here, we also demonstrated evidences about the importance of sleep 
during the antigen presenting course. There was a decrease in the MHC II 
expression that could also be related to the increased skin allograft survival due to 
impairment in presenting processed antigens to T cells by APC.    
Cytokines are secreted proteins that mediate and regulate immunity 
and inflammation. In this sense, the functions of T cells are mediated by cytokines. 
Considering that the generation of specific anti-donor T cell is essential to the 
rejection process, a possible explanation for the increased skin allograft survival 
was the reduction of the IL-2 levels in the SD and SR groups. Despite the 
evaluation of the IL-2 assessment in the inflammatory local response (skin 
allograft) would be more informative, this reduction in the circulating IL-2 levels in 
an indicative of an impairment in the clonal expansion of effector T cells during the 
rejection process triggered by SD and SR. 
The decrease in global gene expression in the skin allograft mice 
also corroborates this possible rejection process impairment. The local 
inflammatory response was completely affected by both SD and SR. In particular, 
the extended SR triggered a higher number of gene alterations in relation to the 
shorter and continuous SD protocols. The microarray analysis, as well as the 
quantitative RT-PCR analysis of mRNA expression, showed down-regulation of 
several inflammatory-related genes related to T cell activation, proliferation and 
proinflammatory cytokine receptors that could also explain the delay in the 
immune response. The minimal alterations in the global gene expression and the 
normal allograft survival found in PSDTX group suggest that a sleep rebound, 
could have reversed the immune alterations reported for the other groups.  
Some studies have shown that sleep loss can increase glucocorticoid 
levels (Andersen et al., 2005; Suchecki et al., 1998). Although the SD 
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methodology is considered a classic and useful instrument to clarify sleep function, 
some authors have described difficulties in determining whether the physiological 
changes observed with this methodology arise from loss of sleep or the stressful 
conditions imposed on animals during this procedure (Andersen et al., 2005; 
Papale et al., 2005; Tufik et al., 1995). It is known that stressful situations can 
promote immune alterations arising mainly from the activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis (Heijnen and Kavelaars, 1991), which mediates 
leukocyte distribution (Dhabhar, 2000). On the other hand, some studies have 
shown that sleep loss can improve the immune response by, for example, 
increasing the percentage of NK cells with minimal effects on T and B cell 
populations (Velazquez-Moctezuma et al., 2004). For this reason, we believe that 
the activation of the HPA axis should not be considered as the exclusive 
modulator of the consequences of sleep loss on the immune response. For 
instance, our group has demonstrated that 21 days of SR did not increase 
significantly the corticosterone levels and, although this study have shown also 
increase of this hormone after 72 hours of paradoxical SD, 24 hour of sleep 
recovery reverted the corticosterone to the baseline levels (Araujo et al., 2011). On 
the 5th day after transplantation, the time-point in which we evaluated the immune 
parameters, there were no differences regarding the corticosterone levels in any 
experimental group. This evidence suggests that our results were not only due to 
the stress inherent in this methodology.  
According to Dimitrov and colleagues (2004), sleep is involved in the 
regulation of the Th1/Th2 cytokine balance. It is well established that CD4+ T cells 
can differentiate toward either Th1 or Th2 type or regulatory T cells (Treg). Treg 
cells are a specialized subpopulation of T cells which suppresses activation of the 
immune system. Thus, a possible explanation to the observed results could be an 
increase in Treg cells, supporting the increased survival time observed in the 
sleep-deprived and sleep restricted groups. More studies are warranted to 
characterize the T helper cytokine profile of cells involved in the rejection process 
of skin allograft in SD and SR mice. 
Collectively, our results reinforce the existing hypothesis of the 
importance of sleep in immune system integrity. Both PSD and SR induced 
significant effects on immune parameters regarding the cellular immune response, 
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cytokine release and local inflammatory response. Although the negative effects of 
extended periods of sleep loss are becoming widely recognized, the real impact of 
extended SR on health is not clear. The challenge for future research is to 
determine the ultimate implications of the detrimental effects of sleep loss to clarify 
the mechanistic processes involved in the impairment of functional cellular activity 
and the impact of SD on other essential inflammatory markers for immune 
function.    
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Figure S1: Splenocytes from non-sleep-deprived (TX), sleep-deprived (TXPSD and PSDTX) and 
sleep-restricted (SRTX) mice were stained with Abs recognizing CD3, CD4, CD8 and I-A
b
 and were 
analyzed by flow cytometry, gating as indicated. Values indicate the percentage of surface markers 
expression. At least 10,000 events were considered. 
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Figure S2: Lymph node cells from non-sleep-deprived (TX), sleep-deprived (TXPSD and PSDTX) 
and sleep-restricted (SRTX) mice were stained with Abs recognizing CD3, CD4, CD8 and I-A
b
 and 
were analyzed by flow cytometry, gating as indicated. Values indicate the percentage of surface 
markers expression. At least 10,000 events were considered. 
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Figure S3: [A] Gene expression fingerprint of sleep-deprived (TXPSD and PSDTX) and sleep-
restricted (SRTX) groups relative to the non-sleep-deprived group levels (TX) on the 5
th
 day after 
skin allograft transplantation. Three skin allograft per group, using high-density microarray assays 
(GeneChip® Mouse Genome 430 2.0), Affymetrix Inc. (Santa Clara, CA, USA). Statistical analysis 
based on present call in all array sets, >1.2-fold change, t-test p<0.05 and median False Discovery 
Rate (FDR) <5% (Dchip Software - http://biosun1.harvard.edu/complab/dchip/). Higher expression 
levels are shaded in red, and lower levels are shaded in blue.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S4: Gene expression confirmation using quantitative RT-PCR analysis of Nfatc4, Ptgfr, 
Irak1, Cdc42bpa and Sphk1 RNA from skin allograft on the 5
th
 day after transplantation. 
Comparison between [A] PSDTX, [B] TXPSD and [C] SRTX in relation to the non-sleep deprived 
group (TX), represented by Fold Change (FC) of n=3/group. 
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Figure S5: Skin allograft increased the peripheral blood lymphocytes. At 5 days after the 
transplantation the blood was harvested from Isografting (ISOTX; n=9), allografting non-sleep 
deprived (TX; n=16), sleep-deprived after (TXPSD; n=20) and before (PSDTX; n=16) allografting, 
and sleep restricted before the allografting (SRTX; n=11). Data are represented as mean±SD. 
*Significant differences in relation to ISOTX group (p<0.05), a general linear model (GLM). 
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Table S1: Differentially expressed transcripts grouped according to biological pathways in 
which these genes are involved using Ingenuity® Pathways Analysis. 
Comparisions Top Bio Functions p-value Molecules 
TXPSD vs TX 
Cell cycle  
Cellular growth and proliferation 
Antigen presentation 
Cell-to-cell signaling and interaction 
Immune cell trafficking 
Cell-mediated immune response 
1.4E-05 – 1.4E-02 
6.1E-08 – 1.7E-02 
2.3E-05 – 1.5E-02 
2.3E-05 – 1.6E-02 
2.3E-05 – 1.6E-02 
1.94E-04 – 1.4E-02 
47 
111 
39 
38 
29 
60 
PSDTX vs TX Cellular growth and proliferation 
Cell-to-cell signaling and interaction 
Cell-mediated immune response 
4.7E-04 – 4.18E-02 
1.8E-03 – 4.3E-02 
7.5E-03 – 1.9E-02 
28 
15 
12 
SRTX vs TX Cell cycle 
Cellular assembly and organization 
Cell-mediated immune response 
Protein Synthesis 
1.1E-06 – 3.5E-02 
6.4E-05 – 3.3E-02 
6.7E-04– 3.5E-02 
1.95E-04– 3.1E-02 
128 
109 
91 
66 
Allografting sleep deprived after (TXPSD) and before (PSDTX) the transplantation and sleep restricted before the 
transplantation (SRTX) in relation to allografting non-sleep deprived (TX). 
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6.1 Artigo 1 
Neste estudo, descrevemos evidências consideráveis a respeito da 
importância do sono adequado para a imunocompetência. Demonstramos que 
tanto a PS total quanto a PS REM causaram alterações nos aspectos 
imunológicos avaliados em homens jovens e saudáveis. A PS total aumentou o 
número de leucócitos totais quando comparado aos valores basais em função da 
elevação do número de neutrófilos, e este aumento foi revertido após uma noite 
de recuperação de sono. Além disso, observou-se ainda o aumento específico do 
número de linfócitos TCD4+ após uma e duas noites de PS total, embora não 
tenhamos observado alterações significativas em nenhum dos protocolos no que 
diz respeito ao número de linfócitos T totais e linfócitos B. Além disso, três noites 
de recuperação de sono não foram suficientes para reverter esse aumento. Por 
sua vez, a supressão do sono REM reduziu significativamente os valores de IgA 
durante todo o período de PS. Este aspecto imunológico também não retornou 
aos níveis basais após o período de recuperação do sono.  
De acordo com o nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo a 
avaliar concomitantemente os efeitos da PS total e PS REM no perfil imunológico. 
A PS total tem sido utilizada como uma ferramenta científica para esclarecer os 
efeitos da PS na resposta imunológica. Entretanto, embora a PS parcial tenha se 
tornado cada vez mais frequente, poucos estudos investigaram os efeitos da 
diminuição do tempo de sono durante a segunda metade da noite, que afeta 
particularmente o sono REM. Além disso, com relação aos estudos em humanos, 
a privação seletiva de sono REM é uma metodologia bastante complexa. Para 
conduzir estudos nesse sentido, faz-se necessária equipe treinada para 
acompanhar os traçados polissonográficos continuamente e acordar o sujeito a 
qualquer indício de sono REM. Outro fator considerável é o aumento da pressão 
para o início do sono REM à medida que o tempo de PS aumenta, o qual dificulta 
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ainda mais esse protocolo. Apesar dessas limitações, a participação de vários 
pesquisadores e técnicos treinados tornou possível a realização desse estudo.   
A avaliação de componentes hematológicos nos fornece indicadores 
de um estado saudável. Uma vez que o sono é considerado um fenômeno 
importante para a manutenção da saúde e qualidade de vida dos indivíduos, 
torna-se fundamental identificar alterações em elementos sanguíneos e outros 
componentes do sangue para compreendermos as consequências funcionais da 
falta de sono. Vários estudos envolvendo PS total têm relatado alterações na 
celularidade, embora aqueles conduzidos em humanos demonstrem resultados 
contrastantes. Corroborando nossos resultados, outros autores descrevem 
elevação do número de leucócitos circulantes, particularmente neutrófilos, após 
PS (Born et al., 1997; Boudjeltia et al., 2008; Dinges et al., 1994; Kerkhofs et al., 
2007; Liu et al., 2009). Por outro lado, alguns estudos não observaram este 
aumento (Heiser et al., 2000; Irwin et al., 1996; Ozturk et al., 1999). De acordo 
com nossos resultados, Dinges e colaboradores (1994) também relataram que 
esta elevação do número de leucócitos foi revertida após 24 horas de 
recuperação de sono. De acordo com outros estudos (Dinges et al., 1994; Heiser 
et al., 2000; Ozturk et al., 1999), nenhum dos protocolos de PS alterou o número 
total de linfócitos B e T, assim como linfócitos T CD8+. Em contrapartida, quando 
avaliamos os subtipos de linfócitos, observamos aumento de linfócitos TCD4+ 
após uma e duas noites de PS.  
O ciclo vigília-sono é regulado por uma combinação de mecanismos 
homeostáticos e circadianos (Borbely et al., 1989). Em condições regulares, os 
leucócitos demonstram um robusto ritmo circadiano de circulação, com elevações 
diurnas ou noturnas de acordo com os diferentes tipos celulares (Born et al., 
1997; Dimitrov et al., 2007; Haus and Smolensky, 1999). Neste estudo, as coletas 
de sangue foram realizadas no mesmo horário, uma vez ao dia, para minimizar as 
influências de variações circadianas na quantificação das células. Entretanto, nós 
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não excluímos a possibilidade de que resultados controversos em relação a 
outros estudos, relacionados às alterações no número de leucócitos, possam 
resultar de um possível efeito mascarado das consequências da PS pelas 
variações circadianas (Born et al., 1997). 
A contagem de células brancas no sangue é reconhecida como um 
importante marcador celular de inflamação sistêmica. Neste sentido, o aumento 
do número de leucócitos totais na circulação periférica, observado após PS total, 
sugere que um estado de “inflamação”, caracterizado por componentes celulares, 
foi estabelecido pela falta de sono, aspecto também descrito por outros 
pesquisadores (Gundersen et al., 2006; Irwin et al., 2006; Liu et al., 2009).  
A PS também tem sido relacionada ao aumento de outros 
marcadores inflamatórios, como por exemplo, proteína C-reativa (Meier-Ewert et 
al., 2004) e expressão de genes pró-inflamatórios (Irwin et al., 2006). Uma vez 
que a síntese de citocinas representa função fundamental desempenhada pelas 
células mononucleares do sangue periférico, estudos têm mensurado os níveis 
circulantes destas proteínas para esclarecer como a falta de sono influencia a 
imunidade. Nossos resultados revelaram que as citocinas avaliadas não foram 
afetadas por nenhum dos protocolos de PS utilizados.  
De acordo com a literatura, descobertas envolvendo alterações no 
padrão de sono e citocinas têm revelado resultados controversos. Alguns estudos 
demonstraram alterações das concentrações de TNF-α e IL-6 (Vgontzas et al., 
1997; Vgontzas et al., 1999) em pacientes com sono noturno perturbado, assim 
como níveis de IL-6 inalterados após PS (Born et al., 1997; Dinges et al., 1995). 
Por outro lado, diferenças nas concentrações plasmáticas de IL-1β não foram 
estatisticamente significativas entre pacientes com distúrbios de sono e indivíduos 
saudáveis, enquanto que a IL-6 mostrou-se acentuadamente e significativamente 
elevadas em pacientes apnéicos (Vgontzas et al., 1997). Além disso, a PS 
aumentou a atividade dependente de IL-1 e IL-2 (Moldofsky et al., 1986), mas não 
Discussão  
107 
 
alterou as concentrações plasmáticas de TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6 e IFN-γ (Dinges 
et al., 1995). Estas discrepâncias poderiam estar relacionadas ao fato de que, em 
humanos, diferentemente dos hormônios, a maioria das citocinas são liberadas 
localmente e, por consequência, sob condições normais (Thompson, 1994), suas 
concentrações sistêmicas são bastante reduzidas. Aproximadamente 75% das 
amostras de citocinas avaliadas mostraram-se abaixo do limite de detecção da 
metodologia utilizada, o que pode explicar a falta de homogeneidade dos 
resultados.  
Em função da dificuldade de se avaliar níveis sistêmicos de citocinas, 
recentemente, pesquisadores têm utilizado ensaios in vitro com o intuito de 
alcançar resultados mais confiáveis. Observou-se, sob essa nova perspectiva, 
produção reduzida de IL-1β e TNF-α durante o sono quando comparada com curtos 
períodos de PS (3,5 ou 8 horas) (Spath-Schwalbe et al., 1992), assim como em 
relação a PS estendida por longos períodos (Born et al., 1997). Existem evidências 
ainda de que a produção de IL-2 é sono-dependente. A produção de IL-2 durante 
estimulação in vitro mostrou-se aumentada em amostras de sangue de indivíduos 
com sono regular e suprimida em indivíduos privados de sono (Born et al., 1997; 
Irwin et al., 1996). Por outro lado, os níveis circulantes de IL-2 parecem não terem 
sido afetados pela PS in vivo (Dinges et al., 1995; Irwin et al., 1999).  
O estudo de Irwin e colaboradores (Irwin et al., 2006) relata 
evidências relevantes sobre alterações funcionais na resposta imunológica celular 
após PS. Na manhã seguinte a uma noite de PS, estimulação com LPS 
desencadeou aumento significativo da síntese de IL-6 e TNF-α por monócitos em 
relação a uma noite ininterrupta de sono. Além disso, a PS afetou a expressão 
gênica destas citocinas pró-inflamatórias, incluindo aumento de três vezes na 
transcrição de RNAm IL-6 e aumento de duas vezes na transcrição de RNAm 
TNF-α. Recentemente, esses pesquisadores também relataram que PS aguda 
induziu aumento rápido da ativação do fator de transcrição NF-κB em células 
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mononucleares do sangue periférico (Irwin et al., 2008), sugerindo potencial 
mecanismo molecular para os efeitos da PS na expressão de genes pró-
inflamatórios e níveis circulantes de mediadores inflamatórios (Meier-Ewert et al., 
2004; Shearer et al., 2001).   
Receptores solúveis também estão crucialmente envolvidos na 
modulação e regulação da atividade biológica de seus ligantes. Receptores de 
TNF-α atuam como inibidores naturais e moduladores da atividade do TNF 
(Aderka, 1996). Existem evidências sugerindo que receptores de citocinas 
também estão envolvidos na regulação do ciclo vigília-sono, como por exemplo, o 
sTNF-αRI (Fang et al., 1997). Shearer e colaboradores (Shearer et al., 2001) 
relataram aumento dos níveis periféricos de sTNF-αRI durante 88 horas de PS 
total, sugerindo um desequilíbrio entre citocinas e seus receptores. Outro estudo 
relatou que o sono aumentou os níveis dos receptores solúveis de IL-6 (Dimitrov 
et al., 2006).  
Além das concentrações sistêmicas reduzidas de citocinas, outros 
fatores confundidores devem ser considerados. Variações circadianas 
substanciais na produção de várias citocinas também têm sido observadas (Bauer 
et al., 1994; Covelli et al., 1992; Haus et al., 1983). Essa variação parece ser 
influenciada pelo sono e extensão da vigília, visto que o pico de produção das 
citocinas pró-inflamatórias IFN-γ, TNF-α IL-1, IL-2, IL-6 ocorre durante a noite e 
início da manhã (Petrovsky and Harrison, 1998), ressaltando a importância do 
sono para a manutenção da homeostase imunológica (Krueger et al., 2003).  
Imunoglobulinas e proteínas do complemento no soro também são 
mediadores inflamatórios importantes para se avaliar a integridade da resposta 
imunológica. As IgG e IgM ativam o sistema do complemento (C3 e C4) que 
produzem fagocitose e destruição dos micróbios (Abbas, 2008). Nossos 
resultados demonstraram que ambos os protocolos de PS não alteraram as 
proteínas do complemento C3 e C4, assim como IgG e IgM, o que está de acordo 
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com estudos prévios (Ozturk et al., 1999; Vgontzas and Chrousos, 2002). 
Recentemente, Hui e colaboradores (2007) avaliaram os efeitos de uma noite de 
PS total no perfil imunológico de homens e mulheres jovens e observaram 
aumento tanto de C3 e C4 como de IgA, IgG e IgM. Esses achados não 
corroboram com nossos resultados. Possivelmente, estas discrepâncias podem 
ser atribuídas às diferenças em relação ao gênero, uma vez que estudos prévios 
desenvolvidos por nosso grupo relatam efeitos distintos da PS em camundongos 
machos e fêmeas (Ruiz et al., 2007; Silva et al., 2008), sugerindo que homens e 
mulheres possam ter sensibilidade distinta aos efeitos da PS. Embora não 
tenhamos observado alterações nas IgM e IgG, nossos resultados revelaram 
diminuição dos níveis de IgA durante todo o protocolo de PS REM. A ocorrência 
desta redução especificamente durante o sono REM sugere regulações 
homeostáticas específicas exercidas por cada um dos protocolos de PS adotados.  
A IgA é secretada a partir de epitélios mucosos e neutraliza 
micróbios nos lumens dos tratos respiratórios e gastrointestinal. Uma vez que esta 
é a principal Ig nas secreções externas, sua redução poderia estar relacionada ao 
aumento da susceptibilidade a desafios antigênicos por meio de mucosas, fato 
extensivamente discutido e explorado por alguns estudos (Everson and Toth, 
2000; Rechtschaffen et al., 1989).  A IgA secretora (SIgA) constitui o isótipo 
predominante nas secreções e é considerada a primeira linha de defesa contra 
patógenos. Neste sentido, estudos complementares conduzidos no sentido de 
esclarecer os efeitos da PS especificamente nas concentrações deste isótipo 
poderiam esclarecer a possível relação causal entre PS e aumento de 
susceptibilidade a agentes externos.  
A PS apresenta um componente estressor intrínseco com múltiplos 
efeitos nas funções neuroendócrinas (Vgontzas and Chrousos, 2002). 
Consequentemente, existem evidências de aumento dos níveis de cortisol 
decorrente da falta de sono (Copinschi, 2005). Entretanto, as alterações 
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observadas neste estudo não poderiam ser diretamente atribuídas a este 
componente estressor, uma vez que não observamos aumento das concentrações 
de cortisol sob as condições de PS total ou PS REM (Martins et al., 2010).  
Nossos resultados reforçam a existente hipótese da importância do 
sono para a integridade de imunidade. Estes também demonstram que foi 
possível distinguir os efeitos exercidos pela PS total em relação à privação 
seletiva de sono REM, uma vez que estas afetaram a imunidade de maneira 
diferenciada. Além disso, a PS total mostrou-se mais impactante por promover 
maior número de alterações em parâmetros relacionados à imunidade inata e 
adaptativa. Podemos ressaltar ainda que, apesar de robustas, as alterações dos 
parâmetros relacionados à imunidade inata foram transitórias e retornaram aos 
níveis basais após uma noite de recuperação de sono. Por outro lado, as 
alterações relativas à imunidade adaptativa, tais como linfócitos T CD4+ e IgA, 
desencadeadas pelas PS total e PS REM, respectivamente, não foram 
restabelecidas pela recuperação de sono. Estes resultados sugerem que a 
imunidade adaptativa parece ser mais vulnerável aos efeitos da falta de sono e 
que mais de três noites de recuperação de sono seriam suficientes para 
restabelecimento dos parâmetros alterados. 
Estudos conduzidos no sentido de esclarecer as consequências da 
falta de sono para a imunidade são importantes haja vista a documentada 
redução da duração média do sono e aumento do número de plantonistas e 
trabalhadores por turno nas últimas décadas (Jean-Louis et al., 2000). Embora 
efeitos negativos de longos períodos de encurtamento do tempo de sono tenham 
sido reconhecidos, não está claro o real impacto desta mudança de 
comportamento para a saúde. A escolha de um protocolo de quatro dias de PS 
REM deveu-se à tentativa de tentar evitar um possível mascaramento por 
adaptação dos efeitos de um protocolo mais extenso, uma vez que nós 
suprimimos completamente esta fase do sono (Martins et al., 2010). Neste 
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sentido, novas abordagens priorizando períodos prolongados de redução (e não 
supressão) de sono REM são necessárias para esclarecer o real impacto da 
restrição prolongada deste estágio de sono no perfil imunológico.  
Nosso estudo não comparou diretamente os grupos submetidos à 
PS total e PS REM porque assumimos que estes dois protocolos refletem perfis 
distintos de trabalho ou estilo de vida. Dificilmente os indivíduos passam por estas 
duas condições de maneira concomitante. Por outro lado, estudos futuros são 
necessários no sentido de esclarecer qual tipo de PS seria mais impactante, 
submetendo os mesmos indivíduos aos dois protocolos em períodos distintos. 
Nossos resultados demonstraram que ambos os protocolos afetaram a 
imunocompetência, entretanto, impactando parâmetros distintos. As razões que 
justificariam este impacto diferenciado permanecem obscuras. Pode-se sugerir 
que privar indivíduos do tempo total de sono, incluindo tanto a falta do SOL como 
do sono REM, ou privar especificamente o sono REM tenha sido a causa de tal 
distinção, sugerindo regulações homeostáticas específicas exercidas por cada 
uma das fases do sono.  
Coletivamente, nossos resultados sugerem claramente que os 
sistemas neurais envolvidos no controle do sono também influenciam as defesas 
do organismo. Corroborando evidências prévias descritas por Born e 
colaboradores (1997), nossos resultados indicam influência específica exercida 
pelo sono sobre a homeostasia do sistema imunológico em humanos saudáveis, 
uma vez que o padrão regular de sono mostrou-se essencial para a manutenção 
dos parâmetros imunológicos, principalmente no grupo submetido à PS total. O 
desafio de estudos futuros é determinar as reais funções de cada um dos estágios 
de sono para a imunocompetência, assim como descrever os principais 
mecanismos envolvidos nas alterações da celularidade, outros componentes 
imunológicos e mediadores inflamatórios desencadeadas pela falta de sono. 
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6.2 Artigo 2 
Neste estudo, descrevemos evidências consideráveis a respeito da 
importância do sono para o desenvolvimento adequado da resposta imunológica. 
Demonstramos in vivo que o desenvolvimento de resposta imunológica específica 
pode alterar o padrão regular de sono, bem como, alterações no padrão de sono 
podem afetar a imunocompetência. Nossos resultados demonstram que a falta de 
sono prolongou o tempo de sobrevida do aloenxerto de pele devido à reduções 
nas populações de linfócitos T CD4+ e TCD8+ nos órgãos linfóides, na expressão 
de MHC II, nos níveis circulantes de IL-2 e, finalmente, na expressão gênica 
global e número de TCD4+ infiltrantes no aloenxerto de pele.  
No intuito de averiguar se as alterações imunológicas envolvidas no 
processo de rejeição poderiam influenciar a arquitetura do sono, caracterizamos o 
padrão de sono de camundongos submetidos ao aloenxerto de pele. O processo 
de rejeição é desencadeado mediante reconhecimento do tecido transplantado 
como um componente estranho ao organismo. Este se inicia por meio da 
interação entre APC e células T, principalmente linfócitos T auxiliares, que por sua 
vez, produzem citocinas que recrutam e ativam células inflamatórias que causam 
necrose do tecido. Muitas dessas citocinas mediadoras dos processos 
inflamatórios são descritas como fatores-chave na regulação do ciclo vigília-sono.  
Durante a fase inicial de um desafio imunológico, citocinas 
inflamatórias são secretadas, amplificando os mecanismos fisiológicos do sono 
relacionados à resposta de fase aguda. De maneira geral, citocinas pró-
inflamatórias aumentam o SOL, enquanto citocinas anti-inflamatórias o inibem 
(Krueger et al., 2001). Diversos estudos associam este aumento no SOL durante 
processos inflamatórios à elevação nos níveis das citocinas IL-1β e TNF-α, 
reconhecidas como moléculas envolvidas na regulação fisiológica desta fase do 
sono (Krueger et al., 1984; Obal and Krueger, 2003; Shoham et al., 1987).  O 
bloqueio da IL-1β com anticorpos neutralizantes inibe espontaneamente o sono 
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paradoxal em ratos, enquanto a administração sistêmica dessa citocina promove 
aumento do SOL (Fang et al., 1997), indicando que esta proteína está 
diretamente relacionada à indução desse estágio de sono (Vitkovic et al., 2000). 
As propriedades indutoras de sono da citocina TNF-α também têm 
sido descritas desde 1987 (Shoham et al., 1987). Fang e colaboradores (1997) 
demonstraram aumento SOL em camundongos após a administração 
intraperitoneal de TNF-α. Além disso, o tratamento com anticorpos anti-TNF-α 
promoveu redução espontânea da quantidade de SOL em ratos e coelhos 
(Takahashi et al., 1995). Níveis elevados de TNF-α plasmático também são 
observados em pacientes acometidos por apnéia do sono (Alberti et al., 2003; Liu 
et al., 2000; Minoguchi et al., 2004), pacientes com insônia crônica (Vgontzas et 
al., 2002) e sonolência excessiva diurna (Vgontzas et al., 2003). 
Interessantemente, nossos resultados demonstraram que o processo 
de rejeição modificou o padrão vigília-sono de camundongos submetidos ao 
aloenxerto de pele por meio da redução específica do tempo e número de 
episódios de sono paradoxal. Este efeito foi corroborado pelo fato de que a máxima 
redução de sono paradoxal ocorreu no 5º dia pós-TX, que corresponde ao pico da 
resposta inflamatória nesse modelo experimental. Este achado está de acordo com 
vários outros estudos que relatam redução de sono paradoxal durante desafios 
imunológicos, associada ao aumento no tempo do SOL (Fang et al., 1996; Fang et 
al., 1995; Toth et al., 1995). Entretanto, não observamos aumento da quantidade de 
SOL concomitante à redução do sono paradoxal neste estudo. Tanto o TNF-α 
como a IL-1β atuam como mediadores da inflamação local. Essas citocinas 
estimulam células endoteliais vasculares a produzir moléculas de adesão que 
facilitam a migração leucocitária aos sítios inflamatórios (Zegarska et al., 2002). O 
provável aumento de TNF-α e IL-1β e IL-2, outra citocina pró-inflamatória que 
exerce papel crucial na expansão clonal de linfócitos, durante a rejeição não foram 
suficientes para aumentar a quantidade de SOL.  
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Com a finalidade de esclarecer como a falta de sono poderia alterar 
tempo de sobrevida do aloenxerto de pele, esse período foi avaliado em 
camundongos transplantados e submetidos aos protocolos de privação e restrição 
de sono. Observou-se aumento significativo da sobrevida do aloenxerto de pele 
nos grupos restritos de sono tanto antes quanto depois da realização do TX (não 
havendo diferença significativa entre esses dois protocolos), assim como somente 
no grupo privado de sono depois da cirurgia.  
Evidências crescentes corroboram a hipótese de que o sono 
desempenha função essencial nos processos imunológicos (Lange et al., 2010; 
Mullington et al., 2010; Ruiz et al., No prelo) e facilita a resposta imunológica 
adaptativa (Lange et al., 2011). Foi demonstrado que até mesmo alterações 
discretas no padrão de sono (PS parcial durante a noite: 22:00 às 03:00) 
ocasionaram redução de granulócitos, linfócitos, e de células NK na circulação, 
além de prejuízo na atividade dessas células (Irwin et al., 1996). Em roedores, o 
período de 24 horas de PS foi suficiente para diminuir o número de linfócitos 
periféricos (Ruiz et al., 2007; Velazquez-Moctezuma et al., 2004). Nossos 
resultados corroboram estas observações, uma vez que tanto a privação quanto a 
restrição de sono reduziram o número de linfócitos nos órgãos linfóides e na 
circulação periférica dos camundongos transplantados. Diante dessas evidências, 
o aumento da sobrevida do aloenxerto seria esperado, uma vez que a geração de 
células T anti-doador específicas que migram para o enxerto atuam como um 
componente essencial no processo de rejeição de aloenxertos (Tilney and Kupiec-
Weglinski, 1991).  
Além disso, outros estudos relatam que o sono pode influenciar o 
tráfico e a função dos linfócitos T auxiliares (Dimitrov et al., 2004). Além da 
redução do número de linfócitos circulantes, nossos resultados revelaram uma 
diminuição tanto de linfócitos T CD4+ quanto de linfócitos T CD8+ nos linfonodos 
drenantes e baço. Dimitrov e colaboradores (2007) também demonstraram a 
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importância do sono para o número e funções desempenhadas pelas células 
dendríticas. De acordo com este estudo, o sono foi associado ao aumento do 
número de precursores mielóides destas células. Nosso estudo ressalta 
evidências sobre a importância do sono durante o processo de apresentação de 
antígenos. Nós observamos redução na expressão de moléculas de MHC II, o 
que também poderia explicar o aumento da sobrevida devido a um prejuízo na 
interação entre os linfócitos T e APC.  
As funções dos linfócitos T são mediadas pelas citocinas. 
Considerando que a geração de linfócitos T antígeno-específicos é essencial para 
o processo de rejeição do tecido transplantado, outra possível explicação para o 
aumento da sobrevida do aloenxerto nos grupos privados e restritos de sono seria 
a redução dos níveis circulantes de IL-2. Embora a avaliação da produção de IL-2 
na resposta inflamatória local (aloenxerto de pele) pudesse ser mais 
representativa de alterações na resposta imunológica, a redução nos níveis 
circulantes de IL-2 representa um indicativo de prejuízo no processo de expansão 
clonal dos linfócitos T efetores nos camundongos privados e restritos de sono.  
A diminuição da expressão gênica global no aloenxerto de pele 
também corrobora este possível prejuízo no processo de rejeição. A resposta 
inflamatória local foi afetada pelos dois protocolos de PS adotados. Em particular, 
a RS desencadeou maior número de alterações nos transcritos gênicos em 
relação à PS. As análises de microarray, assim como as avaliações da expressão 
de RNAm por meio de PCR, demonstraram redução da expressão de vários 
genes relacionados à resposta inflamatória. Dentre estes, pode-se destacar genes 
envolvidos na ativação e proliferação dos linfócitos T, assim como nos receptores 
de citocinas. Por outro lado, as alterações mínimas na expressão gênica e a 
ausência de aumento do tempo de sobrevida no grupo privado de sono antes do 
TX evidenciam que o rebote de sono observado nesse grupo reverteu o prejuízo 
na resposta inflamatória observado nos outros grupos.   
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Estudos demonstram que a PS pode aumentar os níveis de 
glicocorticóides (Palma et al., 2007; Suchecki et al., 1998). Embora a PS seja 
considerada um instrumento de estudo clássico e útil para elucidar as funções do 
sono, estudos têm revelado dificuldades em determinar se as alterações 
fisiológicas observadas com o uso dessa metodologia são decorrentes da falta de 
sono ou da condição estressante a que o animal é submetido durante esse 
procedimento (Andersen et al., 2005; Papale et al., 2005; Tufik et al., 1995; 
Velazquez-Moctezuma et al., 1984; Vogel, 1975). De fato, o estresse é uma 
condição inerente à PS. Sabe-se que situações estressantes podem desencadear 
alterações no sistema imunológico decorrentes, principalmente, da ativação do 
eixo hipófise-pituitária-adrenal (HPA) (Heijnen and Kavelaars, 1991). Em 
condições de estresse crônico essa ativação leva a um aumento da liberação de 
corticosterona pelas adrenais que, consequentemente, pode induzir um estado de 
imunossupressão, considerando que a distribuição de leucócitos é mediada pela 
liberação desse hormônio (Dhabhar, 2000). Por outro lado, existem relatos de que 
a PS pode facilitar a resposta imunológica por, por exemplo, aumentar a 
população de células NK com efeitos mínimos nas populações de linfócitos B e T 
(Velazquez-Moctezuma et al., 2004).  
Além disso, evidências crescentes reforçam a hipótese de que o 
perfil da resposta ao estresse depende do tipo de estímulo (Retana-Marquez et 
al., 1996). Por essa razão, as alterações no sistema imunológico resultantes da 
PS geralmente não demonstram o mesmo padrão observado em outros 
estímulos, sugerindo que o eixo HPA não deve ser considerado o modulador 
exclusivo da resposta a agentes estressores (Keller et al., 1991). Por exemplo, 
nosso grupo demonstrou que o protocolo de 21 dias de RS não aumentou 
significativamente os níveis de corticosterona em camundongos. Além disso, 
embora a PS por 72 horas tenha aumentado a corticosterona nestes animais, 24 
horas de recuperação de sono foram suficientes para a recuperação dos níveis 
basais deste hormônio (Araujo et al., 2011). No 5º dia pós-TX, ponto em que 
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avaliamos os parâmetros imunológicos, não observamos diferenças significativas 
nos níveis de corticosterona em nenhum dos grupos experimentais, sugerindo 
que nossos resultados provavelmente não devam ser atribuídos exclusivamente à 
alterações no eixo HPA dos camundongos privados de sono.  
Os linfócitos T CD4+ podem se diferenciar em tipos Th1, Th2 ou 
células T reguladoras (Treg). De acordo com Dimitriv e colaboradores (2004), o 
sono está envolvido na regulação do desenvolvimento destes diferentes tipos de 
resposta. As células Treg representam uma população especializada de linfócitos 
T com atividade supressora da resposta imunológica. Em função disso, um 
possível aumento da população deste subtipo celular poderia explicar o 
prolongamento do tempo de sobrevida do aloenxerto nos camundongos privados 
e restritos de sono.  Neste sentido, mais estudos são necessários no intuito de 
caracterizar o perfil de produção de citocinas pelos linfócitos T auxiliares nestes 
camundongos.  
Coletivamente, nossos resultados reforçam a importância de um 
padrão de sono adequado para o desenvolvimento de resposta imunológica 
específica, uma vez que a falta de sono interferiu neste processo. Ambos os 
protocolos de PS e RS reduziram significativamente parâmetros imunológicos 
relacionados à resposta celular, produção de citocinas e resposta inflamatória 
local. Embora os efeitos negativos da redução do tempo dedicado ao sono 
tenham sido alvo de diversos estudiosos, o impacto real de períodos prolongados 
de RS permanece desconhecido. Neste sentido, o desafio de pesquisas futuras é 
determinar as consequências a longo prazo falta de sono, a fim de esclarecer os 
mecanismos envolvidos nos prejuízos da atividade e funções celulares, assim 
como em outros marcadores inflamatórios essenciais para a função imunológica.  
7. CONCLUSÕES 
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O estudo das consequências da falta de sono para a imunidade 
demonstrou que: 
1. Tanto a PS total quanto a PS REM causaram alterações 
consideráveis na imunidade de homens jovens. A PS total 
aumentou o número de leucócitos e neutrófilos de maneira 
transitória e elevou especificamente o número de linfócitos T 
CD4+, tendo este aumento persistido após três noites de 
recuperação de sono. Por sua vez, a supressão do sono REM 
reduziu significativamente os valores de IgA, sendo que esta 
redução também não foi revertida pela recuperação de sono.  
2. O processo de rejeição alterou o padrão regular de sono de 
camundongos transplantados.  
3. A privação e a restrição de sono  prolongaram o tempo de 
sobrevida do aloenxerto de pele por meio da redução das 
populações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ nos órgãos linfóides, 
da expressão da molécula MHC II em esplenócitos, dos níveis 
circulantes de IL-2, da expressão gênica e linfócitos T CD4+ 
infiltrantes no enxerto.  
 
Com base nestes resultados e nas condições experimentais do 
presente estudo, conclui-se que o sono é um fenômeno biológico essencial tanto 
para a imunocompetência como para o desenvolvimento de resposta imunológica 
específica. Destacamos, sobretudo, que as evidências obtidas, tanto pelo modelo 
experimental de TX como pelo modelo envolvendo humanos, corroboram as 
diversas hipóteses que englobam a importância do sono para a integridade da 
imunidade. 
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Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética Institucional 
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Anexo 2: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa UNIFESP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
